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Resumen 
 
 Antecedentes: El patógeno humano Acinetobacter baumannii supone una 
amenaza muy seria por su alto grado de resistencia a los antibióticos existentes y su 
capacidad para causar infecciones graves de elevada mortalidad. 
 
 Objetivo: Realizar un estudio proteómico de Acinetobacter baumannii cepa 
AbH12O-A2 con la finalidad de entender la patobiología de la bacteria y conocer los 
mecanismos de interacción con células eucariotas y de adaptación al huésped. 
 
 Metodología: La cepa de interés se ha sometido a diversos experimentos de 
cultivos controlados en múltiples condiciones, los filtrados y extractos lisados han sido 
procesados por técnicas de separación: electroforesis en gel, cromatografía líquida y las 
proteínas analizadas e identificadas por técnicas de espectrometría de masas y 
transcipción. 
 
 Resultados: Se han identificado varios grupos de proteínas sobreexpresadas e 
infraexpresadas según las condiciones experimentales, y se ha puesto de relieve su 
interés patogénico. 
 
 Conclusión: Los estudios realizados en este trabajo han permitido obtener una 
visión global e integrada de la patobiología de Acinetobacter baumannii, su relación con 
células eucariotas y su persistencia en ambientes hospitalarios que amplían el 
conocimiento para posteriores identificaciones de dianas antibióticas y desarrollo de 
vacunas. Actualmente varios autores han utilizado nuestros resultados para el diseño 
racional de vacunas que confieren una protección parcial. 
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Resumo 
 
 Antecedentes: O patóxeno humano Acinetobacter baumannii supón unha 
ameaza moi seria polo seu alto grao de resistencia os antibióticos existentes e a súa 
capacidade para causar infeccións graves de elevada mortalidade. 
 
 Obxectivo: Realizar un estudio proteómico de Acinetobacter baumannii cepa 
AbH12O-A2 coa finalidade de entende-la patobioloxía da bacteria e coñece-los 
mecanismos de interacción con células eucariotas e de adaptación o hóspede. 
 
 Metodoloxía: A cepa de interese tense sometido a diversos experimentos de 
cultivos controlados en múltiples condicións, os filtrados e extractos lisados teñen sido 
procesados por técnicas de separación: electroforese en xel, cromatografía líquida, e as 
proteínas analizadas e identificadas por técnicas de espectrometría de masas e 
transcipción. 
 
 Resultados: Téñense identificado varios grupos de proteínas sobreexpresadas e 
infraexpresadas segundo as condicións experimentais, co que queda de manifesto o seu 
interese patoxénico. 
 
 Conclusión: Os estudos realizados neste traballo teñen permitido obter unha 
visión global e integrada da patobioloxía de Acinetobacter baumannii, a súa relación 
con células eucariotas e a súa persistencia en ambientes hospitalarios que amplían o 
coñecemento para posteriores identificacións de dianas antibióticas e desenvolvemento 
de vacinas. Actualmente varios autores teñen utilizado os nosos resultados para o 
deseño racional de vacinas que confiren protección parcial. 
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Abstract 
 
 Background: Acinetobacter baumannii is a pathogen that has emerged as a 
serious threat to human health due in part to its ability to develop multidrug resistance 
and in part to its ability to cause life-threatening infections.  
 
 Objective: To carry out a proteomic study of Acinetobacter baumannii strain 
AbH12O-A2 in order to understand the pathobiology of this bacterium and to know the 
mechanisms of interaction between this bacterium and a eukaryotic cell, and to gain 
new insights into the mechanisms of host adaptation. 
 
 Methods: Acinetobacter baumannii strain AbH12O-A2 has been subjected to 
various experiments in multiple conditions, the protein content of cell and the cell 
secretome were analyzed by separation techniques such as gel electrophoresis and liquid 
chromatography, and identified by mass spectrometry techniques and transciption. 
 
 Results: Several groups of proteins overexpressed and underexpressed have 
been identified in this study and their pathogenic interest has been highlighted. 
 
 Conclusions: The studies carried out in this work provide a global and 
integrated view of the pathobiology of Acinetobacter baumannii, the interaction of this 
pathogen with eukaryotic cells and its persistence in hospital environments that increase 
the knowledge to identify antibiotic targets and for the development of vaccines. 
Currently, several researchers have used our results for the rational design of vaccines 
that confer partial protection. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 El resultado de la infección bacteriana depende de diversos factores, tales como 
de las características de la bacteria infectante, la susceptibilidad del huésped, las 
condiciones fisicoquímicas del medio en que interaccionan y, a veces, de otros 
microorganismos presentes que favorecen o perjudican la infección. De hecho, no todas 
las bacterias tienen la misma probabilidad de causar infección, algunas raramente 
causan enfermedades en individuos sanos pero si en huéspedes inmunodeprimidos y, 
además, una parte importante de los problemas asociados con la infección son debidos a 
la respuesta del huésped a la infección. Por otro lado, el devenir de las infecciones 
también depende de los microorganismos que estén interaccionando tanto con el 
huésped como con la bacteria ya que éstos pueden anular factores de virulencia de la 
bacteria invasora o inhibir la activación del sistema inmunitario. 
 
 Acinetobacter baumannii es una bacteria Gram-negativa que causa infecciones 
nosocomiales a nivel mundial con una creciente incidencia y resistencia a los 
antibióticos, llegando algunas cepas a ser resistentes a todos los antibióticos utilizados 
en clínica. El interés por esta bacteria se debe a su sobresaliente capacidad de resistencia 
a los antibióticos así como a su capacidad para sobrevivir durante largos periodos de 
tiempo en un entorno hospitalario, lo que hace muy difícil su erradicación de las 
instalaciones sanitarias. A pesar del problema que supone, los mecanismos empleados 
por A. baumannii para causar enfermedad permanecen escasamente estudiados y 
entendidos, es por ello que el descubrir factores de virulencia y establecer su 
implicación en los procesos de infección, así como el estudio de la interacción de A. 
baumannii con organismos eucariotas permitirá entender el funcionamiento del proceso 
infeccioso, y será muy útil para descubrir nuevas dianas terapéuticas que posibiliten el 
diseño racional de antibióticos para el control de  la bacteria A. baumannii. 
 
 En el presente estudio, se pretende responder a algunas de las cuestiones 
planteadas arriba usando como modelo, entre otros, una cepa bacteriana asociada a uno 
de los brotes más impactantes descritos en la literatura causados por el microorganismo 
A. baumannii, en concreto el clon mayoritario AbH12O-A2, que surgió en el Hospital 
12 de Octubre de Madrid, durante los años 2006-2008 y que afectó a 377 pacientes (1). 
Para ello, se han empleado técnicas, basadas en la proteómica, que permitieron entender 
el proteoma extracelular de la bacteria así como el patrón de regulación proteica de la 
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INTRODUCCIÓN 
 
misma especie frente a distintas situaciones de estrés ambiental y/o en su interacción 
con distintos tipos de células. 
 
1.1 Género Acinetobacter spp. 
 
 El género Acinetobacter, tal y como se define actualmente, está compuesto por 
bacterias inmóviles, a pesar de que se ha demostrado que al menos las especies 
Acinetobacter calcoaceticus y A. baumannii tiene motilidad tipo “twitching” o 
espasmódico (2-4). Son bacterias Gram-negativas, aerobias estrictas, no fermentativas, 
catalasa-positivas, oxidasa negativas, y con un contenido de guanina y citosina en su 
ADN de entre el 39% y el 47% que pueden ser cultivadas en medios poco exigentes.  
 
Basándose en los datos taxonómicos más recientes, se ha incluido el género 
Acinetobacter en la familia Moraxellaceae, dentro del orden Gammaproteobacteria. 
Sobre la base de estudios de hibridación ADN-ADN y siguiendo criterios taxonómicos, 
el género Acinetobacter engloba más de 50 genoespecies 
(http://www.bacterio.net/acinetobacter.html). 
 
 Desde el punto de vista clínico, las especies más relevantes son A. baumannii, 
Acinetobacter pitti y Acinetobacter nosocomialis, que suponen la mayoría de las 
infecciones humanas y brotes hospitalarios producidos por Acinetobacter spp. Estas 3 
especies, junto con la especie ambiental A. calcoaceticus, presentan un genoma tan 
estrechamente relacionado que es complicado distinguirlas por los métodos fenotípicos 
rutinarios, por lo que han sido incluidas dentro de un grupo común denominado 
complejo A. calcoaceticus-A. baumannii (5). 
 
 En los últimos años, ha ido incrementando notablemente el interés sobre las 
bacterias pertenecientes al género Acinetobacter desde el punto de vista 
medioambiental, clínico y biotecnológico debido a varias razones: algunas cepas de este 
género están involucradas en la eliminación de fosfato y metales pesados, y tienen la 
capacidad de  biodegradar diferentes contaminantes como por ejemplo bifenilos, fenol, 
tolueno, clorobenzoatos, petróleo, aceites y acetonitrilo, lo que hace que sea un género 
interesante por sus posibles aplicaciones en biorremediación ambiental. Además, la 
capacidad de algunas cepas de este género de sintetizar sustancias bioemulsionadoras 
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(útiles en las industrias alimentarias, agroquímicas, cosméticas y farmacéuticas), 
polisacáridos extracelulares, poliésteres (ampliamente utilizados en la fabricación de 
cosméticos, ropas, velas, tintas de impresoras y lubricantes), lipasas (potencialmente 
útiles en la hidrólisis, esterificación y transesterificación de triglicéridos y en la síntesis 
selectiva de ésteres quirales) y bioreporteros bioluminiscentes (útiles para detectar y 
monitorizar contaminantes) hacen que sean muy prometedoras por sus posibles 
aplicaciones en biotecnología (6). 
 
 La capacidad de algunas cepas de este género de sobreexpresar o adquirir genes 
determinantes de resistencia les permite desarrollar resistencia a múltiples antibióticos, 
que junto con la facultad de sobrevivir durante prolongados periodos de tiempo en el 
ambiente hospitalario y con la potencialidad de causar graves infecciones nosocomiales 
han hecho de este género uno de los más importantes desde el punto de vista clínico (5). 
 
1.2 Acinetobacter baumannii 
 
 En las últimas décadas, las infecciones causadas por patógenos multirresistentes 
se han convertido en un serio problema de salud pública, especialmente en las 
instalaciones hospitalarias. La organización mundial de la salud (OMS) ha identificado 
a la resistencia a antibióticos como uno de los tres problemas más importantes para la 
salud humana, y la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) ha 
incluido a A. baumannii en la lista de los seis microorganismos particularmente 
problemáticos para resaltarlo como un patógeno que es frecuentemente resistente a los 
antibióticos prescritos y para el cual pocos antibióticos o ninguno son efectivos (7). 
 
 La especie clínica más relevante del género Acinetobacter, A. baumannii, es un 
bacilo Gram-negativo, no fermentador, oxidasa negativa cuyo reservorio natural se 
desconoce (8, 5). A. baumannii se ha encontrado, en diversas localizaciones del cuerpo 
humano (piel, mucosas, tejidos blandos, tracto respiratorio, tracto urinario, sistema 
nervioso central, ojos, sangre, heridas, líquido pleural, secreciones respiratorias, 
orofaríngeas, tubos endotraqueales, y heces), y en el medio ambiente en suelos,  
superficies inanimadas que suelen estar en contacto con las personas, vegetales, peces, 
granjas acuícolas, caballos, mascotas, ganaderías de cerdos, su estiércol, y piojos (9, 10, 
5). 
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 Una característica de A. baumannii es su propensión a causar prolongados brotes 
de infecciones nosocomiales (11) debido, al menos, a dos características: 
1. Su carácter multirresistente debido a la yuxtaposición de distintos 
mecanismos de resistencia intrínsecos, tal y como la cefalosporinasa 
cromosómica (AmpC) unido a la baja permeabilidad de la membrana celular y a 
la expresión de sistemas de expulsión activos (5, 12-15). 
2. Su notable capacidad para persistir en medioambientes hostiles debida a 
su habilidad para formar biopelículas sobre superficies bióticas y abióticas y su 
capacidad para tolerar la desecación así como resistir la acción de otros agentes 
estresantes incluyendo desinfectantes y detergentes (5, 16-18). 
 
1.3 Importancia clínica de Acinetobacter baumannii 
 
 Una particularidad de A. baumannii es su facilidad para colonizar seres humanos 
con cierto grado de inmunosupresión; heridos graves, inmunocomprometidos y 
ancianos; en estos casos muchas de las infecciones están asociadas con el uso de equipo 
médico contaminado (catéteres, ventiladores, drenajes ventriculares externos e incluso 
guantes) (5, 19). 
 
 Las bacteriemias por A. baumannii tienen un porcentaje de mortalidad de 
alrededor del 35%, pero cuando las cepas implicadas en estas bacteriemias son 
resistentes al imipenem dicho porcentaje se eleva hasta el 70% (19, 20). 
 
 Recientemente, A. baumannii ha emergido como una de las principales causas 
de infecciones nosocomiales asociadas a un significativo aumento de la morbi-
mortalidad y del coste sanitario (21, 22). 
 
1.3.1 Infecciones nosocomiales 
 
 A. baumannii causa una gran variedad de infecciones: neumonía, bacteriemia, 
infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario, meningitis, 
endocarditis, queratitis y endoftalmitis (5). Los factores de riesgo que predisponen a las 
personas a la infección o a la colonización por A. baumannii incluyen: factores del 
paciente: cirugía o trauma mayores (en particular, quemaduras) y prematuridad en 
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recién nacidos. Factores relacionados con la exposición: estancia previa en la Unidad de 
Cuidados Intensivos (UCI), duración de la estancia en el hospital o en la UCI y el 
ingreso en una unidad en la cual A. baumannii es endémico. Factores relacionados con 
el tratamiento médico: ventilación mecánica, presencia de dispositivos permanentes 
(catéteres intravasculares, catéteres urinarios y tubos de drenaje), número de 
procedimientos invasivos realizados y terapia antibiótica previa (23). 
 
 Las manifestaciones clínicas más frecuentes de las infecciones nosocomiales por 
A. baumannii son neumonía asociada al ventilador mecánico y bacteriemia, ambas 
presentan a una alta morbilidad y mortalidad, que puede llegar al 52%. Los factores de 
riesgo para un fatal desenlace son los marcadores de severidad de la enfermedad, una 
enfermedad subyacente grave y shock séptico al inicio de la infección. (24, 25). 
 
1.3.2 Infecciones adquiridas en la comunidad 
 
 Está reconocido que A. baumannii es un inusual pero importante causante de la 
neumonía adquirida en la comunidad. La mayoría de los casos se han descrito en 
regiones tropicales de Australia y Asia, y se han asociado con condiciones subyacentes: 
alcoholismo, tabaquismo, enfermedad pulmonar obstructiva crónica y diabetes mellitus 
(26, 27). Se caracteriza por tener un curso clínico fulminante, bacteriemia y una 
mortalidad que va desde el 40% hasta el 60% (28). La prevalencia de la neumonía 
adquirida en la comunidad causada por Acinetobacter spp. no se conoce con exactitud, 
pero es responsable de que dicha infección afecte entre el 1.4 y el 4.6% de los pacientes 
hospitalizados en Tailandia y está en aumento el número de casos que se notifican (29, 
30). 
 
1.3.3 Infecciones asociadas con desastres naturales y guerras 
 
 A. baumannii es uno de los microorganismos más comúnmente aislados en 
heridas de supervivientes de desastres naturales y guerras (10). Los datos recogidos en 
la bibliografía indican claramente que en su éxito expansivo han tenido un gran papel la 
contaminación de los hospitales de campaña y la transmisión de la infección en las 
instalaciones sanitarias (31), manifestación característica de las infecciones 
nosocomiales producidas por esta bacteria. 
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1.4 Sistemas de secreción de proteínas en A. baumannii 
 
 Las membranas lipídicas son necesarias para la integridad estructural de la 
célula y para proporcionar compartimentos que limiten ambientes adecuados en los que 
llevar a cabo las funciones necesarias para la supervivencia celular. Esta separación del 
medio exterior supone un problema para la comunicación intercelular y para el 
intercambio de sustancias entre el interior y exterior celular. Para resolver estos 
problemas las bacterias han desarrollado sistemas específicos que les permiten 
transportar los componentes necesarios para su desarrollo a través de estas membranas. 
En la Figura 1 aparecen esquematizados los sistemas de secreción de proteínas que se 
han identificado en A. baumannii. Algunas proteínas cruzan la membrana interna 
mediante la vía general de secreción (Sec) o mediante la vía de las argininas gemelas 
(Tat) y después son transportadas a través de la membrana externa usando un segundo 
sistema de secreción. La vía de secreción de tipo II (SST2) y la vía de secreción de tipo 
V (SST5) secretan proteínas de esta manera. Adicionalmente, las vías de secreción de 
tipo I (SST1), tipo IV (SST4) y tipo VI (SST6) secretan proteínas a través de ambas 
membranas bacterianas mediante un mecanismo en un solo paso, independiente de las 
vías de secreción Sec o Tat. El SST4 y el SST6 también pueden transportar proteínas a 
través de la membrana celular del huésped, enviando así proteínas secretadas 
directamente al citosol de la célula diana. 
 
Figura 1. Sistemas de secreción en A. baumannii. A. baumannii utiliza sistemas de 
secreción de proteínas para transportar proteínas a través de sus membranas de 
fosfolípidos. Figura adaptada de la referencia (32). 
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1.4.1 Sistema de secreción tipo I 
 
 El SST1 se ha encontrado en un gran número de bacterias Gram-negativas, las 
cuales lo emplean para secretar directamente sus substratos (proteasas, lipasas, 
adhesinas, grupo de proteínas RTX y proteínas de unión al grupo hemo) a través de la 
membrana interna y externa mediante mecanismo de un solo paso. El SST1 está 
compuesto por tres proteínas: una proteína de membrana externa que forma un poro 
hidrofílico hacia el periplasma, una proteína que conecta las 2 membranas y un 
transportador ABC, en la membrana interna, que cataliza ATP proporcionando la 
energía para transportar al substrato. El SST1 contribuye a la virulencia en varias 
bacterias, incluyendo V. cholerae, que emplea su SST1 para secretar una toxina RTX 
multifuncional autoprocesada (Martx), Serratia marcescens, que secreta el hemóforo 
HasA vía SST1 y Escherichia coli, que usa su SST1 para secretar la toxina hemolisina 
HlyA (32). El SST1 es usado por varias cepas de A. baumannii (AB307-0294, 
BJAB0715 y otras) para secretar la proteína asociada a la biopelícula (Bap) involucrada 
en la formación de la biopelícula y en la adhesión a células huésped (33-35). 
 
1.4.2 Sistema de secreción tipo II 
 
 Acinetobacter spp. emplea este sistema para secretar múltiples substratos que 
han adquirido su conformación nativa, incluyendo lipasas y proteasas, desde el 
periplasma hacia el medio extracelular. El SST2 es un complejo multiproteico formado 
por entre 12 y 15 proteínas que están localizadas en la membrana interna y externa. En 
primer lugar las proteínas efectoras son translocadas al periplasma mediante la vía Sec o 
la vía Tat, donde dichas proteínas pueden plegarse adquiriendo su estructura terciaria o 
cuaternaria. Posteriormente las proteínas efectoras adecuadamente plegadas 
interaccionan con los diferentes componentes de este complejo y son exportadas al 
medio extracelular. 
 
  En un modelo de infección pulmonar murino se ha constatado que el SST2 de 
Acinetobacter spp. resulta necesario para la secreción de múltiples proteínas que son 
requeridas para su completa virulencia, lo que parece indicar que este sistema de 
secreción pueda ser usado por Acinetobacter durante la infección (36). 
 
27 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1.4.3 Sistema de secreción tipo IV 
 
 El SST4 está ampliamente distribuido en bacterias Gram-negativas, las cuales lo 
emplean para secretar directamente varios substratos (proteínas, complejos proteína-
proteína y complejos ADN-proteína) mediante un mecanismo en un solo paso. El SST4 
secreta substratos, a través de la membrana interna y de la membrana externa, desde el 
citoplasma hacia el medio extracelular o hacia el interior de la célula diana, incluyendo 
otras bacterias (de la misma o de diferente especie) y células eucariotas. El SST4 juega 
papeles esenciales en la patogénesis de una gran variedad de bacterias. Por ejemplo, 
Neisseria gonorrhoeae emplea su SST4 para mediar en la incorporación de ADN (lo 
cual promueve la adquisición de genes de virulencia) y Legionella pneumophila, 
Brucella suis y Helicobacter pylori usan su SST4 para translocar proteínas efectoras 
dentro de las células huésped durante la infección para interrumpir sus estrategias 
defensivas (32, 37). Por otro lado, en plásmidos de A. baumannii han sido identificados 
bioinformáticamente genes requeridos para la biosíntesis del SST4 y mutaciones en el 
locus se han asociado con defectos en la virulencia de dicho microorganismo (38, 39). 
 
1.4.4 Sistema de secreción tipo V 
 
 En el SST5 el substrato y su poro de secreción están fusionados formando un 
único polipéptido que puede dirigir su propia secreción a través de la membrana externa 
y por ello a este SST5 también se le denomina autotransportador. En su mecanismo de 
funcionamiento en primer lugar mediante la vía Sec, el polipéptido autotransportador 
sin plegar es translocado al periplasma donde dicho polipéptido puede plegarse 
parcialmente o permanecer sin plegar. A continuación el dominio "transportador" o 
"dominio-β" del autotransportador se inserta dentro de la membrana externa como un 
barril-β, esto permite la secreción del dominio "pasajero" a través del poro del barril-β y 
en la salida del poro el dominio "pasajero" se pliega proporcionando la energía 
necesaria para este transporte (37). En A. baumannii se ha identificado un posible 
sistema de secreción tipo V que consta de 2 componentes AbFhaB/AbFhaC-like el cual 
está implicado en adherencia y virulencia (40) y el autotransportador trimérico de 
Acinetobacter (Ata), el cual tiene todas las características típicas de los 
autotransportadores triméricos como son un péptido señal largo seguido de un dominio 
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"pasajero" expuesto en la superficie y un dominio "transportador" C-terminal que aporta 
4 laminas β al barril-β. 
 
 En un modelo de infección sistémico murino se ha visto que el Ata de la cepa de 
A. baumannii ATCC 17978 está involucrado en virulencia, formación de biopelícula, y 
unión a varios componentes proteicos de la membrana basal/matriz extracelular, 
mediando la adhesión de células de A. baumannii al colágeno tipo IV inmovilizado y 
contribuyendo a la supervivencia de A. baumannii (41). 
 
1.4.5 Sistema de secreción tipo VI 
 
 El SST6 está ampliamente distribuido en Proteobacterias, las cuales lo emplean 
para matar competidores. El SST6 es una clase de máquina macromolecular de 
secreción cuyos componentes, en la cepa de A. baumannii M2, están codificados en un 
único clúster, altamente conservado entre las cepas de A. baumannii, que contiene 18 
genes hipotéticos y en 3 genes adicionales fuera del clúster (42). Funciona en primer 
lugar, en el citosol donde las moléculas efectoras son introducidas dentro de un 
complejo dispositivo de perforación, el cual está formado por la unión de la proteína 
corregulada con hemolisina (Hcp) que forma una estructura tipo tubo, la proteína VgrG 
que forma una estructura tipo espina y las proteínas TssE y TssK que junto con la VgrG 
forman parte de la plataforma donde se ensambla el tubo y su vaina (formada por el 
complejo TssB–TssC). En esta etapa, la vaina se encuentra en un estado contraído y el 
tubo se encuentra en el interior de su vaina. Posteriormente, una señal extracelular 
desconocida finaliza la contracción de la vaina, lo cual conduce a la eyección del 
complejo dispositivo de perforación a través de la membrana objetivo liberando las 
proteínas efectoras dentro de la célula diana. Finalmente, la ATPasa ClpV desensambla 
la vaina, lo cual permite el ensamblaje de un nuevo complejo SST6 (37). 
 
 El SST6 es usado por varias cepas de A. baumannii (DSM 30011, ATCC 17978 
y otras) para matar bacterias competidoras (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa y otras cepas de A. baumannii), y también está involucrado en 
la virulencia hacia Galleria mellonella. Por otra parte, la secreción por medio del SST6 
es dependiente del ATP y tiene un regulación fina en la mayoría de las bacterias. El 
SST6 no se expresa en la mayoría de las cepas y solamente se activa en condiciones 
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específicas, como en competición con otra bacteria o en ambientes donde se altera la 
integridad de las membranas. Recientemente se ha descrito que varias cepas de A. 
baumannii regulan la expresión de su SST6 transportando un plásmido (pAB04-1 o 
pAB3) que porta genes de resistencia a antibióticos y genes reguladores negativos 
(represores) del SST6 (tetR1 y tetR2). En ausencia de antibióticos, un subconjunto de la 
población de A. baumannii a través de la pérdida espontánea de dicho plásmido activa 
su SST6, lo cual induce la muerte de bacterias competidoras mediada por SST6 pero a 
su vez pierde los genes de resistencia lo que deja a esta parte de la población de A. 
baumannii susceptible a antibióticos. Posteriormente, bajo presión antibiótica, las 
células que perdieron el plásmido morirán y el resto de las células de A. baumannii 
resistirán y asegurarán la supervivencia de la población (43, 44). 
 
1.4.6 Liberación de vesículas de membrana externa (outer membrane vesicles 
(OMVs)) 
 
 Las vesículas de membrana externa (outer membrane vesicles (-OMVs-) 
secretadas por las bacterias Gram-negativas son partículas esféricas de entre ~10 y 300 
nm de diámetro derivadas de la membrana externa bacteriana, que tienen una bicapa 
lipídica periférica que rodea al material periplasmático. Estas vesículas contienen 
lipopolisacáridos, glicerofosfolípidos, proteínas de la membrana externa, adhesinas, 
toxinas, enzimas, ADN, ARN y otros. Las OMVs se forman cuando una porción de la 
membrana externa encierra selectivamente contenido periplásmico en una estructura 
esférica formada por la bicapa de lípidos de dicha porción de membrana. Las OMVs se 
secretan, en diferentes medios, durante todas las fases de crecimiento y existen 
evidencias de que los niveles de vesiculación aumentan durante periodos de estrés 
bacteriano y durante la infección. 
 
 Las OMVs son utilizadas para intercambiar productos bacterianos y han 
mostrado la habilidad de actuar como sistemas de envío de factores de virulencia para 
interactuar con células procariotas y eucariotas. Rumbo et al. (2011) demostraron que 
las OMVs son vehículos de transferencia de plásmidos que portan genes de resistencia a 
carbapenemas entre diferentes cepas de A. baumannii. Más recientemente, Chatterjee et 
al. (2017) demostraron que las OMVs transfieren plásmidos y genes de resistencia entre 
diferentes cepas de A. baumannii y entre diferentes especies bacterianas (45, 46). Estas 
30 
 
INTRODUCCIÓN 
 
vesículas pueden ser utilizadas para destruir otras bacterias coinfectivas con el fin de 
eliminar competidores por los nutrientes disponibles o para conseguir nutrientes de 
ellas, pero también pueden ser utilizadas para ayudarlas y ayudarse haciendo el medio 
menos letal (por ejemplo, destruyendo las defensas del huésped, portando β-lactamasas 
que las protegerían de una especie productora de antibióticos β-lactámicos, 
promoviendo la formación de biopelícula pura o mixta para hacerlas más resistentes o 
promoviendo la colonización de una bacteria coinfectiva). La interacción de las OMVs 
con las células huésped puede ocurrir mediante fusión de membrana o estar mediada por 
la unión receptor-adhesina, y esta adherencia a veces es seguida por la internalización 
de la vesícula, actuando por tanto dichas vesículas como vehículos de transporte de 
factores de virulencia. Las OMVs también activan y modifican la respuesta inmune 
innata y adquirida del huésped estimulando el aclaramiento del patógeno o la virulencia 
de la infección (47). La cepa A. baumannii ATCC 19606 utiliza las OMVs para el envío 
de potenciales factores de virulencia (incluyendo, AbOmpA y enzimas degradadores de 
tejidos) a las células huésped, en ellas la región N-terminal de la AbOmpA induce la 
apoptosis (48). 
 
1.4.7 Liberación de vesículas de membrana externa-interna 
 
 Las vesículas de membrana externa-interna son partículas esféricas, con un 
diámetro mayor que las OMVs, que poseen dos capas con el mismo perfil que el de la 
membrana plasmática y el de la membrana externa de la bacteria; dentro de su 
membrana interna se observa un material de alta densidad similar al del citoplasma 
celular. Las vesículas de membrana externa-interna son secretadas en una cantidad 
considerablemente menor que las OMVs por, al menos, las bacterias Gram-negativas 
Shewanella vesiculosa M7T, Neisseria gonorrhoeae DSM15130, Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 y A. baumannii AB41 y están compuestas por componentes de la 
membrana plasmática, proteínas citoplasmáticas, ADN, ATP, … Las vesículas de 
membrana externa-interna se forman mediante una protrusión de las membranas externa 
y plasmática, lo cual conduce a los componentes citoplasmáticos hacia el interior de 
estas vesículas (49). 
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1.5 Mecanismos de resistencia a antibióticos 
 
 La característica más notoria de A. baumannii es su habilidad para desarrollar 
resistencias a múltiples tipos de antibióticos, lo cual limita la elección de antibióticos 
disponibles y provoca que su infección sea difícil de tratar. La mayoría de las cepas de 
A. baumannii son resistentes a antibióticos tales como la penicilina, ampicilina, 
macrólidos, cefalosporinas de segunda y tercera generación, ciprofloxacina y 
cloranfenicol. Las infecciones causadas por cepas de A. baumannii susceptibles a 
antibióticos pueden ser tratadas con ceftazidima, sulbactam, piperacilina/tazobactam, 
aminoglicósidos, cefepima, quinolonas y carbapenemas (consideradas como la última 
línea de defensa, a pesar de que en los últimos años la resistencia a las carbapenemas se 
ha incrementado dramáticamente entre los Gram-negativos). En las últimas décadas 
estamos asistiendo al aumento de la incidencia de infecciones causadas por 
Acinetobacter multirresistentes, resultando muy preocupante la creciente aparición de 
brotes de cepas de A. baumannii pan-resistentes, cepas resistentes a todos los 
antibióticos usados en la clínica (50). A continuación se describen los 3 principales 
mecanismos de resistencia a diferentes antibióticos presentes en la bacteria A. 
baumannii (51). 
 
1.5.1 Enzimas inactivadoras de antibióticos 
 
 Las β-lactamasas son enzimas que hidrolizan irreversiblemente el enlace amida 
del núcleo betalactámico de la penicilina confiriendo resistencia contra varios grupos de 
antibióticos, principalmente las penicilinas, cefalosporinas sintéticas y carbapenemas. El 
mecanismo más importante de resistencia a carbapenemas, en A. baumannii, es su 
inactivación mediante la producción de β-lactamasas. Estos enzimas que hidrolizan las 
carbapenemas incluyen β-lactamasas de clase D tipo OXA (ampliamente distribuidas) y 
metalo-β-lactamasas de clase B (esporádicamente observadas) (52, 53). 
 
1.5.2 Disminución de la concentración de antibiótico en el interior de la célula 
 
 En las bacterias Gram-negativas, la membrana externa restringe la cantidad de 
antibiótico que entra dentro de dichas bacterias y las bombas de expulsión exportan 
activamente varias clases de antibióticos fuera de la bacteria, protegiendo de este modo 
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a dichas células de los efectos tóxicos de tales compuestos. Las porinas son proteínas 
que forman poros embebidos en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas 
que permiten la entrada de algunos sustratos requeridos por dichas bacterias así como la 
salida de sustancias dañinas, entre ellas, los antibióticos. En comparación con otras 
bacterias Gram-negativas, A. baumannii tiene menor cantidad de porinas y las que tiene 
son de tamaño pequeño, lo que podría explicar la baja permeabilidad de su membrana. 
Esta baja permeabilidad impide la entrada de moléculas de antibióticos al interior de las 
células e implica una resistencia intrínseca a varios antibióticos como es el caso de las 
carbapenemas. Sin embargo, esta resistencia intrínseca a antibióticos podría ser debida a 
que uno o varios de los genes que codifican para las bombas de expulsión activas en A. 
baumannii muestren un alto nivel de expresión constitutiva o a que las bombas de 
expulsión trabajen sinérgicamente con la baja permeabilidad de la membrana externa 
(54, 55). 
 
1.5.3 Modificación de la diana del antibiótico o de funciones celulares debido a 
mutaciones 
 
 Los cambios en la afinidad de la unión a la membrana y los cambios en las 
dianas bacterianas debidos a mutaciones puntuales en los genes que codifican las 
subunidades GyrA y ParC de las enzimas topoisomerasas confieren resistencias contra 
las quinolonas. Así, finalmente, la presión selectiva ejercida por el uso de antibióticos 
de amplio espectro y la transmisión de cepas entre pacientes pueden ser las causas de la 
aparición de resistencias (54). 
 
1.6 Mecanismos de intercambio genético: transferencia de genes de resistencia 
en A. baumannii 
 
 En A. baumannii, los mecanismos de resistencia a antibióticos pueden ser 
constitutivos o adquiridos vía plásmidos (elementos genéticos capaces de replicarse 
autónomamente), integrones (elementos genéticos que contienen un sistema de 
recombinación sitio-específico que reconoce y captura genes en casetes) y transposones 
(elementos genéticos, capaces de moverse autónomamente, integrados en el cromosoma 
o en plásmidos) (56). La resistencia a antibióticos adquirida puede surgir por mutación, 
transmitirse verticalmente a través de poblaciones mediante división celular o a través 
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de la adquisición de gen(es) de resistencia de otras bacterias pertenecientes a la misma 
generación en un proceso llamado transferencia horizontal genética. 
 
 A. baumannii tiene indudablemente una enorme plasticidad genética para 
sobrevivir pudiendo emplear 4 mecanismos distintos de transferencia horizontal 
genética para intercambiar material genético: transformación natural (transferencia de 
ADN libre a una célula receptora), transducción (transferencia asistida por un fago), 
conjugación (transferencia directa célula a célula a través de plásmidos conjugativos) y 
transferencia de ADN de plásmido mediada por las OMVs. Además, genes de 
resistencia pueden ser movilizados mediante elementos transponibles dentro del 
cromosoma y hacia plásmidos (movimiento intracelular) y viceversa (57). 
 
1.7 Interacción A. baumannii-Célula eucariota 
 
 Las bacterias patógenas tienen sensores de compuestos químicos de los 
huéspedes, tales como hormonas, que indican a la bacteria que están próximas a un 
huésped y que es el momento de iniciar la expresión de un arsenal de genes 
determinantes de virulencia, tales como toxinas, adhesinas, enzimas y exopolisacáridos, 
para superar las defensas del huésped y establecer una infección. Por otro lado, el 
huésped se defiende de la infección iniciando una serie de mecanismos de defensa 
denominados respuesta celular inespecífica y respuesta inmunitaria. Además, los 
factores de virulencia de las bacterias pueden ser altamente inmunogénicos, por lo que 
las bacterias deben producirlos en el momento oportuno para evitar que el sistema 
inmunitario las detecte y las elimine precozmente. Para ello, las bacterias detectan que 
su población ha alcanzado un tamaño "crítico", mediante la acumulación y detección de 
autoinductores que son liberados al medio durante su crecimiento, y cuando el tamaño 
crítico de la población se ha alcanzado las bacterias de forma coordinada pueden 
producir sus factores de virulencia de forma más segura ya que su elevado número las 
proporciona una mayor oportunidad para sobrevivir a las defensas del huésped. 
Además, existen numerosas evidencias que indican que las interacciones entre las N-acil 
homoserina lactonas (autoinductores de las bacterias Gram-negativas) y las células de 
los mamíferos evitan la activación del sistema inmunitario del huésped y provocan la 
apoptosis de algunas células del sistema inmunitario lo cual favorece la supervivencia 
de la bacteria. A modo de contramedida, diversos tipos de células, como por ejemplo las 
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células de las vías respiratorias de los mamíferos, sintetizan enzimas que inactivan 
dichos autoinductores protegiendo así al huésped (58). 
 
1.7.1 Factores relacionados con virulencia en A. baumannii 
 
 A. baumannii todavía es considerado como un patógeno de baja virulencia que 
infecta sobre todo a huéspedes inmunocomprometidos. Pero esta bacteria adquirió una 
enorme relevancia clínica cuando se la relacionó con la rápida adquisición de 
resistencias a la mayoría de antibióticos incluyendo a los últimos recursos terapéuticos, 
tales como las carbapenemas (57). Y de hecho, la IDSA lo incluyó en la lista de las 6 
bacterias microorganismos particularmente problemáticos para el cual pocos 
antibióticos o ninguno son efectivos (7). Lo que se conoce  sobre los factores de 
virulencia de A. baumannii es relativamente poco, motivado por el hecho de que apenas 
se prestó atención a este organismo hasta hace tres décadas, pero debido al aumento en 
el número de infecciones por este microorganismo y a la dispersión global de cepas 
multirresistentes en los últimos treinta años el número de estudios ha aumentado 
considerablemente, lo que ha permitido comenzar a identificar los factores que juegan 
un papel en la infección y en la persistencia. Estos estudios proporcionan información 
sobre la biología básica de este patógeno y su continuación, como es el caso de esta 
tesis doctoral, ayudará a identificar dianas útiles para el desarrollo de nuevas estrategias 
en la prevención y tratamiento de las infecciones (59). 
 
1.7.1.1 Adherencia y formación de biopelícula 
 
 A. baumannii tiene la capacidad de adherirse a superficies abióticas como 
catéteres y respiradores y a superficies bióticas como células epiteliales alveolares 
humanas y filamentos de Candida albicans, y colonizarlas (60). Esta adherencia suele ir 
seguida del desarrollo de biopelícula (complejo multicelular de estructura 
tridimensional formado por células bacterianas en contacto íntimo, embebidas en una 
matriz extracelular que puede estar compuesta de carbohidratos, ácidos nucleicos, 
proteínas y otras macromoléculas), que hipotéticamente permite a A. baumannii 
persistir en ambientes médicos, resistir antibióticos y causar enfermedad (61, 62, 40). Se 
conocen varias proteínas de A. baumannii implicadas en la adhesión y formación de 
biopelícula sobre superficies abióticas. Por ejemplo, el pili CsuA/BABCDE que está 
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ampliamente distribuido entre las cepas clínicas de A. baumannii. Este apéndice es 
requerido para la adhesión y formación de biopelícula sobre superficies abióticas en la 
cepa de A. baumannii ATCC 19606 (63). Por otro lado, la proteína Bap, la cual está 
conservada en diferentes aislados clínicos, parece necesitarse para las interacciones 
célula-célula que permiten el desarrollo de biopelículas y su maduración (34). Aunque 
sea menos conocido el proceso de adhesión y formación de biopelícula sobre superficies 
bióticas, se sabe que en la adhesión de A. baumannii a las células epiteliales humanas y 
a los filamentos de C. albicans es esencial la proteína de membrana externa OmpA 
(también implicada en la formación de biopelículas sobre superficies plásticas) (60). 
Recientemente se ha demostrado que el gen LH92_11085 del operon policistrónico 
MAR002 LH92_11070-11085 es necesario para la formación de biopelícula madura 
sobre plástico y en la adhesión a células epiteliales alveolares humanas A549 y está 
implicado en la virulencia de la cepa clínica de A. baumannii MAR002 (61). Más 
recientemente, se ha demostrado que el gen A1S_0114 del conjunto de genes de A. 
baumannii ATCC 17978 A1S_0112-A1S_0119, que está involucrado en la formación 
de biopelícula, es necesario para la correcta adhesión de esta cepa a células epiteliales 
alveolares humanas A549 y que su deleción disminuye el número de proteínas de 
superficie y de sistemas de ensamblaje de pili que participan en la adhesión. Así mismo 
se ha demostrado, mediante modelos animales de vertebrados e invertebrados, el papel 
del gen A1S_0114 en virulencia (62). Y se ha descrito que el sistema de secreción de 2 
componentes AbFhaB/AbFhaC está implicado en la adhesión de A. baumannii 
AbH12O-A2 a células epiteliales alveolares humanas A549, y se ha demostrado que 
este sistema de secreción participa en la adhesión de A. baumannii AbH12O-A2 
mediada por fibronectina y mediante modelos animales de vertebrados e invertebrados 
se ha constatado que el sistema de secreción de 2 componentes AbFhaB/AbFhaC está 
implicado en virulencia (40). 
 
1.7.1.2 Motilidad sobre superficies semi-sólidas 
 
 La motilidad asociada a superficies es un potencial factor de virulencia de A. 
baumannii, este movimiento celular se ha asociado a un incremento en la virulencia en 
varias bacterias, tales como Pseudomonas aeruginosa y Dichelobacter nodosus y para 
que A. baumannii tenga esta motilidad es esencial el 1,3-diaminopropano, poliamina 
sintetizada por A. baumannii requerida para la virulencia completa en el modelo de 
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infección de la oruga Galleria mellonella. No está claro cuál es el mecanismo que rige 
la motilidad asociada a superficie en Acinetobacter, pero hay indicios que sugieren que 
este patógeno tiene varios tipos de motilidad y entre ellos estaría la motilidad tipo 
"twitching" o espasmódica. El análisis de los genomas de todas las cepas de A. 
baumannii totalmente secuenciados sugiere la presencia de múltiples genes asociados 
con el pili tipo IV, cuya extensión y retracción media en esta motilidad espasmódica. 
Además, en cultivos aislados de muestras clínicas se ha demostrado una correlación 
positiva entre el grado de conservación del gen que codifica la proteína de fimbria PilA 
y el grado de motilidad tipo "twitching". La motilidad tipo "twitching" está controlada 
por varios factores medioambientales, tales como la disponibilidad de hierro, la luz azul 
y el mecanismo de regulación de la expresión genética en respuesta a la densidad de 
población celular ("quorum sensing"). Por otra parte, se ha relacionado la OmpA de A. 
baumannii con la acción de facilitar la motilidad asociada a superficie, probablemente 
debido a que esta proteína actúe como un emulsionante (3, 67-70). 
 
1.7.1.3 Sistemas de adquisición de hierro y cinc 
 
 El hierro es uno de los nutrientes esenciales tanto para el huésped como para los 
patógenos bacterianos ya que es requerido como cofactor o grupo prostético de 
proteínas biológicamente importantes involucradas en muchas funciones celulares 
básicas. En mamíferos, casi todo el hierro está unido a proteínas (como por ejemplo, 
transferrina, lactoferrina, ferritina y hemoproteínas) y el escaso hierro que queda libre 
no es suficiente para el desarrollo de las bacterias. Por tanto, las bacterias patógenas 
deben sobrevivir compitiendo con el huésped por el hierro mediante la expresión de 
sistemas de adquisición del hierro. La patogénesis de A. baumannii depende 
primariamente de la habilidad de este organismo para incorporar y utilizar el hierro. En 
A. baumannii se han identificado varios clústeres de genes requeridos para la síntesis y 
el transporte de sideróforos (compuestos quelantes de alta afinidad por el hierro), siendo 
el más estudiado el sistema de adquisición de hierro mediado por la acinetobactina 
(sideróforo mixto que contiene catecol e hidroxamato como grupos funcionales). En la 
cepa ATCC 19606 de A. baumannii, el sistema de adquisición de hierro mediado por la 
acinetobactina está formado por 3 sistemas hipotéticos codificados dentro del clúster 
acinetobactina. Primero, la biosíntesis de acinetobactina es llevada a cabo por basA, 
basB, basC, basD, basF, basG, basH, basI y basJ. Segundo, la acinetobactina es 
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secretada mediante un sistema de expulsión de sideróforo de la superfamilia ABC, 
formado por las proteínas codificadas por barA y barB. Finalmente, los complejos 
acinetobactina-hierro (III) se introducen en el interior de la célula bacteriana vía un 
receptor para los complejos acinetobactina-hierro (III), formados por las proteínas 
codificadas por bauA, bauB, bauC, bauD, bauE, y bauF. Un análisis funcional de 
mutantes afectados en los genes basD, bauA y bauD mostró que el sistema de 
adquisición de hierro mediado por la acinetobactina es esencial para la supervivencia de 
A. baumannii bajo condiciones limitantes de hierro. Además, la síntesis de 
acinetobactina y los complejos acinetobactina-hierro (III) son necesarios para la 
patogénesis de A. baumannii (71). 
 
 Otro de los metales requeridos para la supervivencia de A. baumannii es el cinc, 
este metal es secuestrado por varios vertebrados mediante proteínas como la 
calprotectina, la cual se une con gran afinidad al cinc y al manganeso impidiendo de 
esta forma el desarrollo de bacterias en el huésped. En A. baumannii se ha identificado 
un sistema de adquisición de cinc que consta de:  
• Un transportador de cinc de membrana interna, ZnuABC, que se precisa para el 
crecimiento bajo condiciones limitantes de cinc y para la patogénesis de A. 
baumannii. 
• El represor transcripcional Zur (regulador de la adquisición de cinc) que regula 
el transportador ZnuABC y está implicado en la habilidad de A. baumannii para 
crecer en presencia de altas y bajas concentraciones de cinc y dentro del huésped 
durante la infección. 
• Dos hipotéticos transportadores de cinc de membrana externa, ZnuD1 y ZnuD2. 
• Un sistema TonB/ExbB/ExbD que probablemente proporciona la energía 
necesaria para el transporte de Zinc a través de la membrana externa (72, 73). 
 
 También existen otros metales, como por ejemplo el manganeso, que son 
necesarios para el crecimiento de A. baumannii, pero apenas se han estudiado y se 
desconoce si existen proteínas implicadas en su homeostasis y si éstas están implicadas 
en su virulencia. 
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1.7.1.4 Envoltura celular 
 
 El factor de virulencia mejor caracterizado de la bacteria A. baumannii es la 
proteína de membrana externa OmpA. La porina OmpA se sitúa en la mitocondria de 
las células HEp-2, resultantes de una línea celular de carcinoma humano laríngeo, 
provocando daño mitocondrial y seguidamente liberando al citosol moléculas 
proapoptóticas tales como el citocromo C y el factor inductor de apoptosis. Lo cual 
sugiere que mediante este mecanismo se induce la apoptosis de células epiteliales en la 
etapa temprana de la infección por A. baumannii (74). Otra proteína de membrana 
externa relacionada con la virulencia de A. baumannii es la Omp33-36, la cual está 
implicada en la virulencia, la habilidad de adaptación al medio (fitness) e induce 
apoptosis en células eucariotas (75, 76). 
 
 Los lipopolisacáridos (LPS) de A. baumannii constan de un lípido A, un núcleo 
de carbohidrato y el epítopo repetitivo antígeno-O. Estas moléculas son importantes 
para la supervivencia de A. baumannii in vivo e in vitro, y su presencia es decisiva en la 
patogénesis de esta bacteria (77). También se ha demostrado que el clúster de 
diferenciación (CD) 14 y el receptor de tipo Toll 4 juegan un papel clave en la 
eliminación de A. baumannii de los pulmones de ratones a través de la detección de 
LPS, mientras que el receptor de tipo Toll 2 reduce la respuesta inflamatoria retrasando 
la eliminación de A. baumannii de los pulmones. Por lo que se ha sugerido, que en 
ratones los LPS de A. baumannii activan la respuesta inmune innata durante la 
neumonía por A. baumannii (78). 
 
 Se ha demostrado que la cápsula K1 de A. baumannii AB307-0294 es necesaria 
para su óptimo crecimiento en líquido ascítico y su supervivencia en suero humano. En 
un modelo de infección de tejido blando de rata esta cápsula es un requisito para la 
supervivencia de este patógeno y, por lo tanto, ejerce como factor protector frente al 
huésped. Mediante simulación computacional se ha pronosticado que se requieren dos 
genes para la polimerización y el ensamblaje de la cápsula. El primer gen, ptk, codifica 
una proteína hipotética la tirosina quinasa (PTK) y el segundo, epsA, codifica una 
proteína hipotética de membrana externa exportadora de polisacáridos (EpsA) (79). 
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1.7.1.5 Enzimas hidrolíticas 
 
 Se piensa que las enzimas lipolíticas contribuyen a la patogénesis de las 
bacterias Gram-negativas ayudando en la lisis de las células huésped mediante la 
ruptura de los fosfolípidos presentes en su membrana celular, y degradando los 
fosfolípidos presentes en las mucosas lo que facilita la invasión bacteriana. En un 
modelo de neumonía en ratón, infectado con esta bacteria, se ha comprobado que la 
fosfolipasa D contribuye a la capacidad de A. baumannii para sobrevivir en suero, 
invadir células epiteliales de pulmón y aumentar la patogénesis. Por otro lado, la 
fosfolipasa C produce un modesto aumento de la citotoxicidad sobre las células 
epiteliales (80, 81). 
 
1.7.1.6 Proteínas de unión a la penicilina 
 
 Las proteínas de unión a la penicilina participan en las etapas finales de la 
biosíntesis de la capa de peptidoglicano contribuyendo a la estabilidad celular 
bacteriana (82). Se ha demostrado que la proteína de unión a la penicilina PBP7/8 es 
necesaria para el óptimo crecimiento de A. baumannii en presencia de células ascíticas 
humanas y en suero humano. Además, esta proteína contribuye a la supervivencia de A. 
baumannii en un modelo de infección de tejidos blandos de rata y en uno de neumonía 
en ratón (83). 
 
1.7.1.7 Vesículas de membrana externa (OMVs) 
 
 Las vesículas de la membrana externa son nanoestructuras de entre 20 y 300 nm 
producidas por casi todas las bacterias Gram-negativas. Las OMVs pueden contener una 
selección de materiales derivados del organismo que la originó, incluyendo proteínas 
citoplasmáticas y periplásmicas, peptidoglicanos, lipopolisacáridos, ADN, ARN y 
enzimas (84). Las OMVs participan en la virulencia bacteriana enviando factores de 
virulencia hacia el interior de las células huésped, protegen a la bacteria de la respuesta 
inmune del huésped y facilitan la transferencia horizontal genética; por ejemplo, las 
OMVs facilitaron la transferencia horizontal del gen de la carbapenemas OXA-24 y de 
la Nueva Delhi metalo-beta-lactamasa-1, lo que sugiere que las OMVs participan en la 
propagación de la resistencia antibiótica en A. baumannii) (47, 45, 46). 
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1.7.2 Respuesta del sistema inmunitario innato del huésped contra A. baumannii 
 
 Aunque hay múltiples cascadas de señalización inflamatoria que conducen a la 
secreción de citocinas y quimiocinas, los patrones moleculares asociados al patógeno A. 
baumannii activan las vías del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 
de las células B activadas (NF-kB) y de las proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPK) (85). Esto induce la liberación de numerosas quimiocinas, incluyendo la 
proteína inflamatoria de macrófagos 2 (MIP-2), la proteína quimioatrayente de 
monocitos 1 (MCP-1) y la quimiocina derivada de queratinocito ((KC)/IL-8), y 
numerosas citocinas proinflamatorias tales como el TNF-a, la IL-1b y la IL-6 (78, 86). 
Los LPS de A. baumannii son potentes estimuladores del sistema inmunitario y son 
reconocidos por el receptor de tipo Toll 4 y su co-receptor CD14, lo cual conduce a la 
activación de la vía NF-kB, secreción de MIP-2 y de KC/IL-8 y al posterior 
reclutamiento de neutrófilos (78, 87). Esta respuesta inflamatoria de dicha bacteria 
también depende del receptor de tipo Toll 2, pero su contribución es poco conocida. El 
mayor número de células reclutadas para controlar la infección son los neutrófilos, pero 
también se reclutan macrófagos y células asesinas naturales (86, 88, 89). Los linfocitos 
y neutrófilos producen un mayor número de factores antibióticos como respuesta a la 
infección, incluyendo defensinas, catelicidinas, especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
de nitrógeno (RNS). En la muerte de A. baumannii participan efectores de la inmunidad 
celular y péptidos antibióticos, incluyendo las ROS, mieloperoxidasa, β-defensina 2 y 
en menor contribución las RNS, (78, 85, 90). 
 
 En el pulmón, los macrófagos alveolares son las células fagocitarias 
mayoritarias y constituyen la primera línea de defensa que inician la respuesta inmune 
innata temprana contra la invasión de patógenos pulmonares. Los macrófagos expresan 
una amplia variedad de moléculas de reconocimiento de patrones moleculares asociados 
a patógenos (tales como los receptores de tipo Toll, receptores de superficie tipo 
depurador “scavenger” y receptores de manosa) que les permite reconocer y fagocitar a 
dichos patógenos, y así iniciar la respuesta inflamatoria. Aunque los macrófagos juegan 
un papel relativamente menor en la defensa del huésped contra la infección por A. 
baumannii, su papel es importante en la etapa inicial de la defensa del huésped contra la 
infección respiratoria por A. baumannii a través de una eficiente fagocitosis, muerte de 
A. baumannii (que limita la replicación inicial de este patógeno) y secreción de citocinas 
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y quimiocinas proinflamatorias que permiten reclutar otras células inmunes tales como 
los neutrófilos (91). 
 
1.7.3 Interacción A. baumannii-C. albicans 
 
 La levadura C. albicans normalmente se encuentra en la piel y en las mucosas de 
los seres humanos sin causar daños. Pero bajo ciertas circunstancias, como por ejemplo 
una debilidad del sistema inmunitario, daño epitelial o alteración de la microbiota 
intestinal, C. albicans puede producir infecciones de las mucosas, y si el sistema 
inmunitario del huésped está severamente comprometido, la levadura puede penetrar en 
los tejidos e incluso acceder al torrente sanguíneo causando infecciones sistémicas que 
pueden causar la muerte del huésped (92). 
 
 En su entorno, tanto A. baumannii como C. albicans se encuentran e 
interaccionan entre si y al mismo tiempo pueden interaccionar con otros organismos. De 
hecho, un estudio retrospectivo de pacientes de la unidad de cuidados intensivos que 
estuvieron al menos 2 días con ventilación mecánica mostró que la colonización de las 
vías aéreas con C. albicans puede favorecer el posterior desarrollo de neumonía por A. 
baumannii asociada al ventilador (93). 
 
 En un modelo de neumonía en rata, la colonización de C. albicans facilitó el 
desarrollo de la neumonía por A. baumannii probablemente debido a la modificación de 
la respuesta inmune del huésped y/o a la modificación de la expresión de los genes 
implicados en la virulencia de A. baumannii (94). 
 
 Peleg et al. (2008) describieron in vivo una relación antagonista entre A. 
baumannii y C. albicans en la que A. baumannii inhibió un factor clave de la virulencia 
de C. albicans (la filamentación) y esto produjo, en modelo experimental, una reducción 
en la patogenicidad de C. albicans hacia el nematodo Caenorhabditis elegans. Éstos 
autores, en ensayos de coinfección in vitro en ambiente planctónico y en biopelícula 
observaron un efecto inhibitorio de la filamentación y de la biopelícula de C. albicans, 
así como una gran disminución en la viabilidad de dicha levadura. Demostraron que los 
isómeros de iturin A procedentes del secretoma de una cepa ambiental de A. baumannii 
tenían actividad antifúngica y sugirieron que ésta no es la única molécula con dicha 
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actividad en el secretoma de A. baumannii. En un modelo in vitro de biopelícula 
observaron que C. albicans inhibe ligeramente el crecimiento de A. baumannii una vez 
que desarrolla el quórum, al menos parcialmente mediado por la molécula farnesol (95). 
 
 Más recientemente, Gaddy et al. (2009) demostraron que la proteína OmpA de 
A. baumannii es esencial para la unión de dicha bacteria a los filamentos de C. albicans 
y que la OmpA de A. baumannii es esencial para la unión de dicha bacteria a las células 
epiteliales de mamíferos y dicha unión es seguida por la muerte celular apoptótica de la 
célula eucariota. También demuestran que la actividad del secretoma de A. baumannii  
para matar a C. albicans es sensible a la temperatura y proteasas, lo cual sugiere que la 
capacidad citotóxica del secretoma de A. baumannii es debida a la OmpA y a otras 
proteínas secretadas (60). 
 
 La causa de la interacción antagonista entre A. baumannii  y C. albicans se 
muestra multifactorial. La explotación de los mecanismos que utilizan los 
microorganismos en competición antagonista (como es la interacción entre A. 
baumannii y C. albicans) podría conducir a nuevas opciones de tratamiento para 
patógenos humanos problemáticos. El conocer que la sofisticada maquinaria celular 
previamente asociada con patogénesis bacteriana de huéspedes humanos también 
funciona en las interacciones entre hongos y bacterias ha iniciado un área de 
investigación que involucra a moléculas efectoras y a sus dianas en hongos, lo cual 
podría llevar a nuevas estrategias para el control de patógenos de plantas. 
 
 Ran et al. (2003) ejemplificaron la utilidad de extrapolar la información obtenida 
en un modelo de hongo, obteniendo información relevante para la salud humana. 
Usando la interacción bacteria/hongo P. aeruginosa/Saccharomyces cerevisiae 
identificaron una diana en dicha levadura de la toxina bacteriana piocianina y 
demostraron que dicha toxina tiene un efecto similar sobre el producto del gen humano 
homólogo (96). 
 
 La creciente importancia de A. baumannii y C. albicans en la morbilidad y 
mortalidad de los pacientes hospitalizados, y el que las proteínas secretadas por ambos 
patógenos juegan un papel importante en su interacción motivó que uno de los objetivos 
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de esta tesis fuera el realizar un estudio proteómico del secretoma cuando ambos 
microorganismos interaccionan entre sí. 
 
1.8 Métodos proteómicos 
 
 Las proteínas son las principales moléculas funcionales de las células que 
participan globalmente en las funciones y en el control de los procesos celulares, y de 
ahí la importancia de conocer el proteoma de un organismo en un momento dado. El 
término proteoma fue introducido en la década de los 90 como el conjunto de todas las 
proteínas expresadas por un genoma dado bajo condiciones específicas (97). A 
diferencia del genoma, el proteoma es dinámico y por tanto la disciplina científica 
encargada del estudio del proteoma, proteómica, se encarga de identificar y cuantificar 
todas las proteínas de un proteoma, incluyendo expresión, localización celular, 
interacciones, modificaciones post-traduccionales y remplazo como una función del 
tiempo, el espacio y el tipo de célula. La caracterización de proteínas en células, tejidos 
y fluidos corporales supone varios retos para las técnicas analíticas. Uno de los 
principales desafíos que tiene la proteómica es identificar y cuantificar el mayor número 
posible de péptidos y proteínas en muestras biológicas cuando cada muestra puede 
contener cientos de miles de especies proteicas potencialmente detectables. Otra 
dificultad a abordar es trabajar con un escaso tamaño de muestra (tales como una 
biopsia o una única célula), hecho que está muy relacionado con la sensibilidad de la 
técnica analítica. 
 
 La heterogeneidad y las propiedades dinámicas del proteoma (los niveles de 
expresión de las proteínas varían según el tipo de célula y por las condiciones 
fisiológicas y ambientales) limitan el rendimiento analítico cuando numerosos análisis 
de muestras proteómicas son requeridos para estudiar cambios en proteínas individuales 
de interés. Un último desafío es determinar proteínas biológicamente "importantes" 
presentes en muestras complejas (por ejemplo, proteínas que cambian 
significativamente con las condiciones de cultivo de la muestra), el problema se agudiza 
más por el hecho de que las concentraciones de proteínas abarcan varios órdenes de 
magnitud en una misma muestra, (en el plasma humano abarcan 10 órdenes de 
magnitud) (98). 
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 Los estudios proteómicos a gran escala se fundamentan en analizar las proteínas 
mediante la combinación de dos tipos de técnicas: técnicas de separación y técnicas de 
identificación y caracterización. Identidad y caracterización se realizan 
mayoritariamente mediante espectrometría de masas (99). 
 
1.8.1 Técnicas de separación de proteínas 
 
 Las técnicas de separación de proteínas más utilizadas y con mayor poder de 
resolución son: 
• Técnicas proteómicas basadas en gel: electroforesis monodimensional y 
bidimensional (2-DE). 
• Técnicas proteómicas libres de gel: basadas en cromatografía acoplada a 
espectrometría de masas; cromatografía líquida de alta resolución HPLC y 
cromatografía líquida ultraresolutiva UPLC. 
 
1.8.1.1 Electroforesis bidimensional 
 
 En la electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) las 
mezclas de proteínas son separadas sobre la base de dos propiedades físicas, cada 
propiedad se asocia a una de las dos dimensiones mayoritarias que configura una lámina 
de gel plana (rectangular o cuadrada) de pequeño espesor. En la primera dimensión 
(1D), las proteínas son resueltas de acuerdo a sus puntos isoeléctricos usando 
electroforesis en gradiente de pH inmovilizado, isoelectroenfoque o electroforesis en gel 
en condiciones de no-equilibrio. En la segunda dimensión, y ortogonalmente a la 
primera las proteínas son separadas de acuerdo a su peso molecular mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS) 
(SDS-PAGE). La electroforesis bidimensional es prácticamente la única técnica que 
puede ser ampliamente usada para el estudio del perfil de expresión cuantitativo de 
grandes conjuntos de mezclas complejas de proteínas. Proporciona varios tipos de 
información sobre los cientos de proteínas investigadas simultáneamente; peso 
molecular, punto isoeléctrico, cantidad y diferencias de expresión entre proteínas, 
cambios de isoformas y modificaciones post-traduccionales. Sin embargo, tiene varias 
limitaciones: pobre reproducibilidad, incapacidad para detectar proteínas poco 
abundantes e hidrofóbicas, baja sensibilidad en la identificación de proteínas con 
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valores de pH demasiado bajos (pH<3) o demasiado altos (pH>10), pesos moleculares 
demasiado bajos (<10 kDa) o demasiado altos ( >150 kDa) y las proteínas básicas no se 
separan bien (100-104). 
 
 Después de separar las proteínas, éstas se pueden visualizar mediante varios 
métodos de tinción que difieren en su límite de detección, intervalo dinámico y 
compatibilidad con el análisis mediante espectrometría de masas. Las técnicas de 
tinción más habituales son la tinción con azul de Coomassie, con plata y con los 
compuestos fluorescentes Sypro y CyDye. Estos compuestos fluorescentes tienen varias 
ventajas: amplio intervalo lineal dinámico, alta sensibilidad y en particular. El Sypro 
Ruby detecta lipoproteínas, glicoproteínas, metaloproteínas, proteínas fijadoras de 
calcio, proteínas fibrilares y proteínas de bajo peso molecular (105). 
 
 Las proteínas del gel pueden ser digeridas por enzimas como la tripsina y 
analizadas mediante espectrometría de masas de dos maneras: 
• Mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (espectrometría de masas con 
analizador de tiempo de vuelo y desorción e ionización mediante láser asistida 
por matriz), que proporciona la huella dactilar de los péptidos. 
• Mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem 
(LC-MS/MS), que proporciona información sobre la secuencia del péptido 
(106). 
 
1.8.1.2 Cromatografía líquida 
 
 Una técnica hibrida entre las técnicas basadas en gel y las técnicas libres de gel 
es la digestión tríptica de proteínas fraccionadas por SDS-PAGE e identificadas por 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS). En comparación 
con las técnicas libres de gel, esta técnica tiene como ventajas: la diferenciación de 
isoformas y proteínas degradadas, y la eliminación de impurezas de bajo peso molecular 
como detergentes y componentes del tampón que resultan perjudiciales para el análisis 
mediante espectrometría de masas (MS). Su desventaja es que parte de la muestra queda 
en el gel que, junto con el SDS residual, pueden limitar la sensibilidad y el número total 
de proteínas detectadas (107). 
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 El empleo de la cromatografía líquida sin técnicas de gel es otra potente 
estrategia con la que separar proteínas o péptidos. Normalmente las proteínas son 
digeridas y después separadas mediante cromatografía multidimensional, para luego 
analizarlas mediante espectrometría de masas en tándem. En la cromatografía 
multidimensional se realizan sucesivas separaciones cromatográficas en las que se 
utilizan varias combinaciones de columnas: columnas en fase reversa y/o columnas de 
afinidad o de hidroxiapatita y/o columnas de intercambio catiónico o aniónico y/o 
columnas de exclusión molecular (108). Estas técnicas cromatográficas superan a los 
métodos electroforéticos en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y en aplicabilidad a 
diferentes muestras y condiciones. Sin embargo, la detección de isoformas y 
modificaciones post-traduccionales resulta más complicada y no es posible el estudio, 
en paralelo, del perfil de expresión cuantitativo de grandes conjuntos de mezclas 
complejas de proteínas (109). 
 
 En función del tipo de muestra y de estudio que se quiera realizar, se debe 
escoger el método de fraccionamiento. La realidad es que las dos técnicas, 
cromatografía y electroforesis, presentan ventajas e inconvenientes, pero ambos 
métodos se pueden utilizar en paralelo obteniéndose resultados complementarios. 
 
1.8.2 Análisis de proteínas mediante espectrometría de masas 
 
 La espectrometría de masas es una técnica analítica que permite obtener 
información sobre la estructura de un compuesto y conocer la masa molecular de este 
compuesto y su concentración. Un espectrómetro de masas consta esencialmente de los 
siguientes componentes: dispositivo de introducción de la muestra, fuente de ionización, 
analizador de masas y detector. El compuesto se introduce en una cámara de ionización 
donde las sustancias adquieren carga, posteriormente los iones resultantes se separan en 
el analizador en función de su relación masa/carga, y, finalmente, se detecta la 
abundancia de dichos iones. La espectrometría de masas se utiliza en proteómica 
fundamentalmente para identificar proteínas, para detectar sus modificaciones 
covalentes, incluyendo sus modificaciones post-traduccionales, y para caracterizar y 
como control de calidad de las proteínas recombinantes (110). 
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1.8.2.1 Fuentes de ionización utilizadas en proteómica 
 
 Para obtener espectros adecuados de proteínas o de péptidos se deben utilizar las 
técnicas de ionización suave que permiten obtener iones a partir de compuestos no 
volátiles termolábiles de elevado peso molecular produciendo una vaporización de las 
moléculas intactas y sin una fragmentación significativa. Las técnicas más habituales y 
eficientes son la ionización por electrospray (ESI) y la desorción e ionización mediante 
láser asistidas por matriz (MALDI). 
 
 La ionización por electrospray es una técnica de ionización a presión 
atmosférica de una muestra líquida nebulizada a la salida de un tubo capilar por la 
acción de un fuerte campo eléctrico. De esta forma se obtiene un haz de iones 
extremadamente fino que se enfoca directamente hacia el analizador de masas (111). 
 
 En contraste con la ESI, en la técnica MALDI los analitos se cocristalizan con 
una molécula orgánica de bajo peso molecular llamada matriz, y en esta fase sólida los 
analitos son, de forma sincrónica, desorbidos e ionizados mediante pulsos de luz láser. 
La matriz absorbe la energía de la radiación y a través de reacciones fotoquímicas se 
obtienen iones del analito. Las matrices más utilizadas son los ácidos α-ciano-4 
hidroxicinámico, para analizar péptidos, el ácido sinapínico, para analizar péptidos y 
proteínas grandes, y el ácido 2,5-dihidroxibenzoico, para moléculas grandes (112). 
 
1.8.2.2 Analizadores de masas 
 
 Los analizadores de masas más utilizados son: analizador de tiempo de vuelo, de 
cuadrupolo, de trampa iónica, de resonancia ciclotrónica de iones con transformada de 
Fourier y de trampa orbital (Orbitrap™). 
 
 El acoplamiento del MALDI con el analizador de masas de tiempo de vuelo 
(TOF) es una combinación ampliamente utilizada para el análisis de péptidos y 
proteínas que se caracteriza por: sencillez de manejo, alta sensibilidad, fácil 
automatización, robustez, y tolerancia a sustancias interferentes como las sales. En el 
TOF los iones generados por el bombardeo con láser pulsado se aceleran mediante la 
aplicación de un pulso de potencial eléctrico de forma que éstos adquieren la misma 
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energía cinética (E = mv2/2) pero distintas velocidades, al ser distintas las masas; a 
mayor masa menor velocidad y viceversa, y como el espacio a recorrer es el mismo, el 
tiempo de vuelo (tiempo que necesitan los iones para viajar a través del tubo de vuelo) 
varía y los iones se distribuyen en el detector según su relación masa/carga, en 
consecuencia al detector llegaran primero los péptidos más pequeños y después los 
péptidos más grandes (113). 
 
 El analizador Orbitrap™ es la modificación de una trampa de iones desarrollada 
por Kingdon en 1923. En el  Orbitrap™ existe un electrodo exterior con forma de barril 
y un electrodo interior coaxial con forma de huso que forma un campo electrostático. En 
este sistema los iones se introducen perpendicularmente y adquieren un movimiento 
radial alrededor del huso combinado con un movimiento axial oscilatorio cuya 
frecuencia es una función de su valor masa/carga. En la práctica, la señal registrada es 
una señal compleja, con la que se obtiene  un espectro de frecuencias y la aplicación de 
la transformada de Fourier a este espectro permite que se obtenga el espectro de masas. 
El Orbitrap™ está comercializado por una única compañía, Thermo Fisher, que en los 
modelos más avanzados de espectrómetros de masas la ha acoplado a una trampa iónica 
lineal que se utiliza para la acumulación de iones y su inyección en el Orbitrap, así 
como, para llevar a cabo la fragmentación de iones en alguno de sus modos de 
espectrometría de masas en tándem (114). 
 
 Los analizadores de masas se pueden usar de forma individual o en tándem 
(MS/MS) y dentro de la modalidad tándem se puede llevar a cabo múltiples pasos de 
análisis mediante distintos analizadores individuales separados en el espacio o en el 
tiempo. En la modalidad tándem separada en el espacio los analizadores están 
dispuestos en serie. En esta modalidad, el ión precursor es seleccionado en el primer 
analizador, fragmentado mediante colisiones en una cámara situada entre ambos 
analizadores y los iones resultantes son detectados en el segundo analizador. Este tipo 
de configuración existe en instrumentos como el espectrómetro de masas de triple 
cuadrupolo, en el sistema híbrido de cuadrupolo y TOF, en el TOF-TOF y otros. 
 
 La modalidad tándem separada en el tiempo se lleva a cabo con iones atrapados 
en una misma cámara en la que las distintas etapas de análisis (selección de los iones 
precursores, fragmentación y análisis de los fragmentos) se realizan a lo largo del 
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tiempo. Este tipo de configuración existe en analizadores de trampa iónica, de 
resonancia iónica en ciclotrón con transformada de Fourier y en la Orbitrap (99). 
 
1.8.2.3 Detectores 
 
 Después de salir de uno o de varios  analizadores de masas, los iones entran en 
el detector y éste mide la abundancia de cada ión. Los espectrómetros de masas pueden 
rutinariamente detectar cantidades del orden de femtomoles de péptido (115). 
 
1.8.2.4 Herramientas informáticas utilizadas en proteómica 
 
 La bioinformática es el sólido pilar de la proteómica encargada del análisis e 
interpretación de la gran cantidad de datos obtenidos en los estudios proteómicos. 
Varias herramientas bioinformáticas han sido desarrolladas para ayudar en la 
identificación de proteínas. Para ello, los programas informáticos comparan la relación 
masa/carga de cada péptido del espectro experimental con la del espectro teórico 
obtenida a partir de bases de datos como por ejemplo la del Centro Nacional de 
Información sobre Biotecnología de U. S. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), mediante la 
traducción del ADN y su posterior proteolisis teórica. Si estas relaciones coinciden, una 
proteína es asignada, con una cierta probabilidad, a un espectro de masas experimental. 
Un ejemplo de programa informático, ampliamente utilizado, es el buscador MASCOT 
que utiliza un algoritmo de puntuación probabilística para la identificación de proteínas 
que fue adaptado del algoritmo MOWSE. El buscador MASCOT realiza una "digestión 
teórica" de las proteínas de una base de datos de secuencias proteicas, que origina un 
conjunto de secuencias peptídicas y la fragmentación teórica de estas secuencias 
peptídicas.  Para cada espectro de fragmentación experimental realiza una búsqueda de 
la secuencia peptídica que contenga el patrón de masas de fragmentación teórico más 
parecido al experimental, y a cada asignación de una secuencia a un espectro se le 
otorga una puntuación basada en el cálculo de la probabilidad de que el emparejamiento 
entre los datos experimentales y una entrada de una base de datos se dé por azar. Por 
tanto, el emparejamiento con la menor probabilidad será el mejor emparejamiento (116, 
117). 
 
50 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 Existe una gran variedad de paquetes informáticos para la identificación de 
proteínas y aunque se utilicen parámetros de búsqueda similares, estos programas dan 
lugar a resultados diferentes (118, 119). Esto sugiere que es importante, para reducir el 
número de falsos positivos, la validación de las identificaciones obtenidas por distintos 
métodos para así aumentar la confianza de dichas identificaciones. Muchos algoritmos 
determinan el tanto por ciento de falsos positivos mediante la realización de búsquedas 
reversas o contra bases de datos aleatorias. Por ejemplo, el programa ProteinPilot 
(http://sciex.com/products/software/proteinpilot-software) realiza el análisis de la tasa 
de descubrimientos falsos (false discovery rate) mediante la realización de búsquedas 
contra bases de datos aleatorias y además, mediante el análisis de agrupamiento de 
proteínas, suprime falsos positivos usando el algoritmo incorporado Pro GroupTM 
Algorithm. 
 
1.8.3 Cuantificación de proteínas mediante marcaje isotópico y espectrometría de 
masas 
 
 Existen varios métodos de marcaje mediante isótopos estables. El marcaje se 
puede realizar enzimáticamente con 18O usando tripsina o proteasas similares, 
metabólicamente incorporando aminoácidos marcados mediante la técnica de marcaje 
de aminoácidos con isotopos estables en medio celular (SILAC), o mediante una 
reacción química con un reactivo de grupo marcado isobáricamente (marcaje isobárico 
para cuantificación absoluta y relativa (iTRAQ), marcaje de afinidad enriquecido 
isotópicamente (ICAT) y otros. En espectrometría de masas, la cuantificación relativa se 
lleva a cabo relacionando las intensidades de pares de picos correspondientes a péptidos 
iguales, que se encuentran separados por la diferencia de masa correspondiente al 
marcaje isotópico. Estas tecnologías se aplican en el estudio cuantitativo y comparativo 
de proteomas y juegan un importante papel en el estudio de sistemas biológicos 
mejorando el conocimiento sobre los procesos biológicos fundamentales y facilitando la 
identificación de biomarcadores específicos. En los casos de los marcajes 18O, SILAC y 
ICAT se cuantifica la diferencia relativa de las intensidades producidas por los 
diferentes isótopos sobre el espectro de MS (120). 
 
 En el marcaje iTRAQ tenemos marcadores reactivos que están formados por 3 
grupos (Figura 2): un grupo reactivo que se une covalentemente a los grupos amino 
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terminal y a los grupos amino de las cadenas laterales de los péptidos procedentes de la 
digestión de una proteína, un grupo reportero que se libera de los péptidos durante la 
fragmentación y es detectado en el espectro de MS/MS con lo que puede ser utilizado 
en la cuantificación relativa de la concentración peptídica, y un grupo compensador que 
sirve para que el peso molecular de cada reactivo y por tanto de un péptido "x" marcado 
por cualquiera de los reactivos marcadores sea el mismo y por tanto los péptidos "x" 
marcados con distintos reactivos marcadores se fragmentan al mismo tiempo porque 
llegan juntos. Durante la fragmentación de un péptido marcado el enlace entre el grupo 
reportero y el grupo compensador se rompe fácilmente y en el espectro de MS se 
obtiene un único pico (puesto que todos los reactivos marcadores tienen el mismo peso 
molecular). Pero como cada grupo reportero tiene un peso molecular diferente, los 
fragmentos originados tras la ruptura de cada marcador se detectaran como distintos 
picos en el espectro de MS/MS y mediante la comparación de las intensidades de las 
señales en el espectro MS/MS de estos grupos reporteros se obtiene la concentración 
relativa de los péptidos (Figura 2) (120, 121). 
 
 En un experimento iTRAQ, por separado, las proteínas purificadas de cada 
condición a estudiar son digeridas con tripsina y los péptidos resultantes son marcados 
con un reactivo marcador. A continuación, todas las muestras correspondientes a las 
diferentes condiciones se combinan, lo resultante se concentra y se fracciona 
normalmente mediante cromatografía de intercambio catiónico, y las fracciones 
resultantes concentradas se analizan mediante LC-MS/MS. Posteriormente, el análisis 
de los espectros MS/MS permite la identificación y la cuantificación relativa de las 
diferentes proteínas en cada condición. 
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Figura 2. Componentes de un marcador iTRAQ y esquema de cómo se fragmentan 
los péptidos marcados con reactivos iTRAQ. Diagrama que muestra los componentes 
de los reactivos marcadores utilizados en cualquier experimento iTRAQ y como los 
péptidos marcados con éstos reactivos se fragmentan permitiendo deducir la 
concentración relativa de los péptidos a partir de las intensidades relativas de los iones 
reporteros correspondientes. Figura adaptada de la referencia (121). 
 
1.8.4 Fosfoproteómica 
 
 La fosforilación de proteínas es un regulador clave de las vías de señalización 
celular ya que está involucrada en la mayoría de los eventos celulares en los que la 
compleja interacción entre proteinquinasas y proteinfosfatasas controla estrictamente 
procesos biológicos tales como la proliferación, la diferenciación, procesos de invasión, 
metástasis y apoptosis. La fosforilación es una modificación temporal y las 
fosfoproteínas suelen tener muy baja abundancia. Por tanto, el análisis de un 
fosfoproteoma requiere la utilización de estrategias de alta sensibilidad y especificidad 
(122-124). 
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 El primer paso en el estudio de fosfoproteínas es el aislamiento de las proteínas 
de las muestras, el cual para evitar la pérdida de grupos fosfatos de proteínas se debe 
realizar a 4 ºC y se debe añadir a las disoluciones reguladoras de pH diversas clases de 
inhibidores de proteasas, de fosfatasas y de quinasas (125, 126). 
 
 Existen varias estrategias para detectar fosfoproteínas. Las fosfoproteínas que 
han sido separadas mediante electroforesis en gel pueden ser visualizadas mediante 
fluorescencia y el uso de una tinción fosfoespecífica como la Pro-Q Diamond, o pueden 
ser marcadas radiactivamente con 32P o 33P y detectadas mediante una autoradiografía 
(127). Las fosfoproteínas también pueden ser visualizadas mediante Western blot 
usando anticuerpos específicos contra residuos fosforilados (128), pero la estrategia más 
habitual para caracterizar fosfoproteínas es la obtención de fosfopéptidos a partir de 
estas fosfoproteínas para posteriormente analizar éstos fosfopéptidos mediante MS. Sin 
embargo, los fosfopéptidos son difíciles de analizar mediante MS por lo que se requiere 
un enriquecimiento de las fosfoproteínas o de los fosfopéptidos previo a su análisis 
mediante MS. 
 
 Existen varias estrategias, que se pueden combinar, para enriquecer 
fosfoproteínas: inmunoprecipitación, cromatografía de afinidad (cromatografía de 
afinidad por metales inmovilizados (IMAC)), cromatografía con dióxido de titanio 
(TiO2), elución secuencial de IMAC (SIMAC), otras variantes y derivatización química. 
Después de la inmunoprecipitación de fosfoproteínas mediante anticuerpos contra 
residuos fosforilados de serina y/o treonina y/o tirosina, la muestra puede ser separada 
mediante SDS-PAGE, y entonces la banda donde está la proteína de interés es cortada y 
posteriormente analizada mediante MS (129, 130). La cromatografía IMAC es una 
técnica ampliamente usada para el enriquecimiento de fosfopéptidos previo al análisis 
mediante MS, está basada en la unión, mediante atracción electrostática, de 
fosfopéptidos cargados negativamente a iones metálicos (Fe3+, Al3+, Ga3+ o Co2+). Uno 
de los problemas de la técnica IMAC es la unión no específica a los fosfopéptidos, la 
cual se puede reducir parcialmente derivatizando los grupos carboxílicos de los péptidos 
no fosforilados o ajustando el pH para protonar dichos grupos carboxílicos (131). La 
cromatografía TiO2 es una técnica ampliamente usada para el enriquecimiento de 
fosfopéptidos previo al análisis mediante MS. En esta técnica altamente selectiva hacia 
los fosfopéptidos, los fosfopéptidos en medio ácido se unen a una resina de TiO2 y 
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posteriormente son eluidos en un tampón básico, aunque la recuperación de los péptidos  
múlti-fosforilados es menor que la de los péptidos mono-fosforilados (132). La técnica 
SIMAC combina la cromatografía IMAC con la cromatografía TiO2 solucionando, al 
menos parcialmente los problemas de las 2 técnicas anteriores (133). La cromatografía 
de intercambio iónico de ácido o base fuerte se ha usado eficientemente tanto para el 
enriquecimiento de fosfopéptidos como para el prefraccionamiento de fosfopéptidos 
antes de su enriquecimiento (134, 135). Existe una gran variedad de derivatizaciones 
químicas que han sido usadas para el etiquetado de los grupos fosfatos de péptidos y 
proteínas (136). 
 
 La mayoría de los sitios de fosforilación son identificados mediante 
espectrometría MS/MS, sin embargo la secuenciación de fosfopéptidos mediante 
espectrometría MS/MS resulta difícil debido a una baja eficiencia de ionización y a la 
perdida de grupos fosfatos lábiles, lo cual da lugar a un bajo número de fragmentos 
iónicos de los fosfopéptidos. En las fragmentaciones tipo disociación inducida por 
colisión (CID) es muy fácil perder el grupo fosfato, lo cual impide o dificulta la 
identificación del residuo fosforilado. En contraposición a las fragmentaciones tipo 
CID, en las fragmentaciones de los péptidos ionizados vía disociación por captura 
electrónica (ECD) los grupos fosfato permanecen intactos haciendo posible la 
identificación de los sitios específicos de fosforilación, pero la ECD solamente puede 
ser utilizada en analizadores de resonancia ciclotrónica de iones mediante transformada 
de Fourier. Por otro lado, en la disociación por transferencia electrónica (ETD) los 
grupos fosfato también permanecen intactos y se puede utilizar en espectrómetros más 
asequibles, aunque esto reduce la resolución y la exactitud (137-139). 
 
 Los grupos funcionales de las cadenas laterales de varios aminoácidos proteicos 
pueden fosforilarse, tales como el grupo hidroxilo (Ser, Thr, Tyr), el grupo ácido (Asp), 
el grupo amino o los nitrógenos del grupo imidazol (Lys, Arg, His). Tradicionalmente, 
los sistemas de dos componentes, que emplean la fosforilación de residuos de His y 
Asp, fueron considerados una seña de identidad de la señalización bacteriana (140). Sin 
embargo, posteriormente se ha centrado la atención sobre la fosforilación de los 
residuos serina/treonina y tirosina de proteínas bacterianas (141). A pesar del alcance e 
importancia de la fosforilación de His y Asp en la transducción de señales bacterianas, 
su inestabilidad a pHs bajos hace extremadamente difícil su análisis mediante 
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espectrometría de masas. En cambio, la fosforilación de Ser/Thr/Tyr es estable en medio 
ácido lo que la hace susceptible de poder ser analizada mediante la espectrometría de 
masas. La importancia de las serina, treonina y tirosina quinasas bacterianas ha sido 
establecida en procesos de regulación tales como el ciclo celular (142), la diferenciación 
celular (143), la respuesta al estrés (144), la producción de exopolisacáridos (145), la 
coordinación de la división y la envoltura celular (146), la virulencia (147), la 
persistencia (148) y la resistencia antibiótica (145). 
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 El objetivo principal con carácter general de esta tesis, es el estudio proteómico 
del clon invasivo e hipervirulento cepa AbH12O-A2 de A. baumannii que se concreta 
en los siguientes puntos: 
 
• Estudio "in vitro" de las dos fracciones del secretoma y evaluación de posibles 
factores de virulencia: 
o Análisis y estudio del proteoma de las vesículas de membrana externa de 
la cepa de interés. 
o Análisis y estudio del resto de proteínas extracelulares no asociadas a las 
OMVs de la cepa de interés. 
 
• Estudio de las propiedades redox del secretoma y su utilidad para la 
supervivencia de la bacteria. 
 
• Análisis cuantitativo "ex vivo" de la expresión proteica diferencial de las 
proteínas de membrana y de las proteínas citosólicas para la cepa AbH12O-A2, 
mediante el uso del marcaje iTRAQ seguido de análisis mediante LC-MALDI-
TOF/TOF. 
 
• Estudio proteómico del secretoma que interviene en la interacción A. baumannii 
– C. albicans con el fin de identificar mecanismos involucrados en la interacción 
entre estos patógenos y probables factores de virulencia de A. baumannii. 
 
• Estudio de la influencia de los probables cambios fisicoquímicos que se 
producen en la interacción bacteria/levadura sobre la inhibición del crecimiento 
de ambos microorganismos. 
 
• Búsqueda de compuestos responsables de la muerte de A. baumannii en la 
interacción A. baumannii – C. albicans. 
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• Identificación y cuantificación relativa de las proteínas involucradas en la 
tolerancia de la cepa AbH12O-A2 a la desecación, mediante el uso del marcaje 
iTRAQ y de la cuantificación sin marcaje. 
 
• Estudio de la población de las células de A. baumannii AbH12O-A2 mantenidas 
prolongadamente en condiciones de desecación. 
 
• Caracterización y comparación cualitativa entre el fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de 
una cepa de referencia (ATCC 17978) y el de un clon de A. baumannii 
multirresistente a antibióticos y altamente invasivo (AbH12O-A2).
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3.1 ARTÍCULO I: Proteoma extracelular de una cepa clínica de Acinetobacter 
baumannii altamente invasiva y multirresistente a antibióticos 
 
 
 En las últimas décadas, las infecciones causadas por A. baumannii se han 
convertido en un serio problema de salud pública, especialmente en las instalaciones 
hospitalarias. El creciente número de casos de infecciones causadas por A. baumannii 
multirresistentes con virulencia aumentada es motivo de gran preocupación. Sin 
embargo, a pesar de los importantes avances en el estudio de su resistencia a 
antibióticos y de su epidemiología, perdura un gran desconocimiento respecto a la 
patogénesis y a la naturaleza de la virulencia de A. baumannii. Esto quizás sea debido a 
que A. baumannii requiere varios factores de virulencia que actúan de manera sinérgica 
en el proceso de la infección (79). La combinación de la secuenciación de A. baumannii 
cepa ATCC 17978 con la técnica de mutagénesis insercional realizada por Smith et al. 
apoya esta idea, puesto que proporciona evidencias que sugieren que este organismo 
dedica una considerable proporción de sus genes a la virulencia (39). 
 
 Sobre la base de la experiencia con otras bacterias, existe un consenso general 
sobre la necesidad de estudiar las proteínas secretadas por las bacterias para identificar 
factores de virulencia (149). Además, esto supone una oportunidad real para el 
desarrollo de nuevas vacunas basadas en la hipótesis de que las proteínas secretadas 
serían más fácilmente captadas y reconocidas por el sistema inmune (150, 151). 
 
 Este artículo se centra en el estudio del proteoma extracelular de la bacteria A. 
baumannii, usando como modelo de estudio la cepa clínica AbH12O-A2. Para ello se 
cultivó esta cepa en medio Mueller Hinton (MH) hasta la fase estacionaria temprana y 
del medio extracelular resultante se obtuvieron, mediante varios tipos de purificación, 2 
fracciones proteicas: 
• Proteínas asociadas a vesículas de membrana externa (OMVs). 
• Proteínas no asociadas a OMVs, solubles en el medio de cultivo. 
 
 Con el fin de caracterizar el proteoma extracelular de A. baumannii, estas 2 
fracciones fueron analizadas independientemente mediante diferentes técnicas 
proteómicas [análisis proteómico basado en gel (2-DE/MALDI-TOF/TOF), análisis 
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proteómico libre de gel (nanoLC MALDI-TOF/TOF) y la técnica híbrida 1D-SDS-
PAGE/nanoLC MALDI-TOF/TOF)]. En el análisis bioinformático para la identificación 
de proteínas, se utilizaron los péptidos analizados mediante 2-DE/MALDI-TOF/TOF 
empleando el buscador MASCOT y la base de datos NCBInr sin restricción 
taxonómica, y para el análisis bioinformático de los péptidos analizados mediante las 
otras 2 técnicas proteómicas se emplearon la base de datos NCBInr sin restricción 
taxonómica y el programa Protein Pilot que usa el algoritmo Paragon como buscador. 
 
 En la fracción proteica asociada a OMVs se identificaron 179 proteínas 
diferentes (20 proteínas fueron identificadas mediante 2-DE/MALDI-TOF/TOF, 148 
mediante nanoLC MALDI-TOF/TOF y 127 mediante 1D-SDS-PAGE/nanoLC MALDI-
TOF/TOF), mientras que en la fracción proteica libre del secretoma se identificaron 148 
proteínas diferentes (28 proteínas fueron identificadas mediante 2-DE/MALDI-
TOF/TOF, 44 mediante nanoLC MALDI-TOF/TOF y 124 mediante 1D-SDS-
PAGE/nanoLC MALDI-TOF/TOF). El estudio comparativo entre estas 2 fracciones 
reveló que el 38.3% de las proteínas identificadas estaban exclusivamente presentes en 
la fracción proteica asociada a OMVs, el 25.4% se hallaban únicamente presentes en la 
fracción proteica libre, mientras que el 36.3% de las proteínas restantes fueron 
identificadas en ambas fracciones. 
 
 Mediante una serie de programas bioinformáticos (SecretomeP, LipoP, 
PSORTb, TatP y Tatfind) se predijo que el 73% de las proteínas asociadas a OMVs y el 
66% de las proteínas libres en el medio de cultivo poseían señales de exportación. Se 
realizó un análisis de predicción de las funciones biológicas en las cuales estarían 
involucradas las proteínas identificadas. Este análisis funcional reveló que, tanto en la 
fracción proteica asociada a OMVs como en la fracción proteica libre, el grupo 
funcional mayoritario fue el de las proteínas involucradas en la patogénesis y en la 
virulencia, seguido del grupo de las proteínas de función desconocida. Se observó que la 
fracción proteica asociada a OMVs contenía muchas proteínas asociadas con traducción 
y con señalización, mientras que la fracción proteica libre incluía muchas proteínas 
asociadas con el transporte, el metabolismo y con la respuesta al estrés oxidativo. Estos 
resultados indujeron a la realización de una serie de ensayos. 
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 Para poder realizar los experimentos que a continuación se describen se 
separaron las OMVs de A. baumannii mediante ultracentrifugación, y el extracto se 
observó mediante microscopia electrónica de transmisión. Dicha observación permitió 
confirmar la presencia de OMVs intactas sin presencia de células ni de restos celulares. 
 
 La actividad antioxidante fue determinada mediante un kit comercial; este 
ensayo reveló que la actividad antioxidante de la fracción proteica libre (120 mM por 
mg de extracto proteico) fue 4.6 veces superior a la de la fracción proteica asociada a 
OMVs (26.4 mM por mg de extracto proteico). 
 
 Células de A. baumannii AbH12O-A2 en fase exponencial de crecimiento se 
incubaron con H2O2 junto con diferentes cantidades de la fracción proteica libre y los 
resultados obtenidos se compararon con los controles correspondientes. Cuando células 
de A. baumannii se incubaron con H2O2 con una concentración final de 2 mM junto con 
las proteínas de la fracción proteica libre con una concentración final de hasta 1.25 
µg/mL durante 10 minutos, el porcentaje de supervivencia bacteriana fue próximo a 0% 
en respuesta al contacto con H2O2. En contraste, cuando células de A. baumannii se 
incubaron con H2O2 siendo la concentración final 2 mM junto con las proteínas de la 
fracción proteica libre con una concentración final de al menos 5 µg/mL durante 10 
minutos, el porcentaje de supervivencia bacteriana aumentó hasta casi el 100% (Figura 
3A). Asimismo, cuando células de A. baumannii se incubaron con H2O2 en las mismas 
condiciones a las descritas anteriormente pero junto con OMVs intactas con una 
concentración proteica final de hasta 20 µg/mL, el porcentaje de supervivencia 
bacteriana fue próximo a 0%.  
 
 La demostración de que la actividad antioxidante de la fracción proteica libre 
confiere resistencia a las células bacterianas contra el estrés oxidativo dio pie para 
investigar si esta fracción proporciona protección contra la respuesta natural de los 
macrófagos. Para ello, células de A. baumannii AbH12O-A2 en la fase exponencial de 
crecimiento se incubaron, en una proporción de 10-20 bacterias por macrófago, con 
macrófagos RAW264.7 en cuatro tipos de cultivo; sin más aditivos, con albúmina de 
suero bovino (10 µg/mL), con fracción proteica libre a concentración proteica final de 
10 µg/mL y con OMV´s intactas a una concentración proteica final de 10 µg/mL. Tras 
una hora de incubación la proporción de supervivencia de las bacterias incubadas con la 
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fracción proteica libre fue 2.5 veces mayor que la proporción de la fracción de las 
células incubadas sin la fracción proteica libre o incubadas con albúmina de suero 
bovino (Figura 3B). Por otro lado, la incubación con OMVs intactas a una 
concentración proteica final de 10 µg/mL no produjo ningún incremento significativo en 
la supervivencia bacteriana. 
 
 
Figura 3. Influencia del H2O2 y de los macrófagos sobre la supervivencia de A. 
baumannii. A. Efecto del H2O2 sobre la supervivencia de A. baumannii AbH12O-A2 a 
los 10 minutos después de la inoculación con H2O2 2 mM y (1) 20, (2) 5, (3) 1.25, (5) 0 
µg/mL de las proteínas de la fracción proteica libre, (4) 20 µg/mL de BSA y (6) 20 
µg/mL de las proteínas de la fracción proteica libre sin H2O2. * Expresa diferencias 
estadísticamente significativas con relación al control BSA (prueba U de Mann-
Whitney). 
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B. Efecto de los macrófagos RAW264.7 sobre la supervivencia de A. baumannii 
AbH12O-A2 una hora después de la incubación, en una proporción de 10-20 bacterias 
por macrófago, con macrófagos y (1) 0 y (3) 10 µg/mL de las proteínas de la fracción 
proteica libre y (2) 10 µg/mL de BSA. * Expresa diferencias estadísticamente 
significativas con relación al control (prueba U de Mann-Whitney). 
 
 De los resultados de estas investigaciones se concluye que: 
 
1. Los estudios proteómicos de predicción funcional demuestran que las dos 
fracciones proteicas libre y asociada a OMVs son diferentes, dejando entrever 
que la fracción proteica contenida en las OMVs puede estar relacionada con el 
daño celular. 
 
2. Queda claramente demostrado que la fracción libre, o secretoma libre, está 
asociada a la defensa de A. baumannii frente al estrés oxidativo y a la respuesta 
natural de los macrófagos en el proceso de infección. 
 
 La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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3.2 ARTÍCULO II: Análisis proteómico cuantitativo de las interacciones 
huésped-patógeno: Respuesta de Acinetobacter baumannii a las vías aéreas del 
huésped 
 
 
 En Acinetobacter baumannii no se han estudiado que genes son necesarios o se 
expresan diferencialmente en un proceso de neumonía, ya sea a nivel proteómico 
(análisis diferencial de expresión proteica) como transcriptómico (a nivel de ARNm). A 
pesar de estar reconocido el importante problema de salud que supone esta bacteria 
como consecuencia; de su elevada y creciente multirresistencia (especialmente a las 
carbapenemas), del alarmante incremento del número de infecciones y brotes 
hospitalarios (59) y de que la infección más común causada por este microorganismo es 
la neumonía adquirida en el hospital (asociada con un porcentaje de mortalidad de 
aproximadamente el 50%) (152). 
 
 Con el fin de aportar datos que clarifiquen la situación, en este apartado se 
realiza un diseño experimental, el cual se centra en el estudio del proteoma de la cepa 
clínica de A. baumannii AbH12O-A2 cultivada "ex vivo" bajo condiciones que simulan 
las encontradas en las vías respiratorias en un proceso de neumonía, para ello, se 
utilizaron dos tipos de medio de cultivo: 
1. Fluido de lavado broncoalveolar (BALF) de ratas macho Wistar infectadas por 
dicha bacteria suplementado con medio Luria Bertami (LB), con la finalidad de 
simular las interacciones huésped-patógeno en el medio extracelular del tracto 
respiratorio. Como control se utilizó dicho medio sustituyendo el BALF por 
suero fisiológico. 
2. Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) con glucosa y glutamina, 
suplementado con suero bovino fetal (10%) y penicilina/estreptomicina (1%) en 
presencia de macrófagos RAW 264.7 a una multiplicidad de infección de 3,  
para el estudio de las interacciones huésped-patógeno que involucran a las 
células fagocíticas del sistema inmunitario. Como control se utilizó el medio 
anterior en ausencia de macrófagos. 
 
 Con el fin de caracterizar el proteoma "ex vivo" de A. baumannii, las células 
bacterianas presentes en los cultivos anteriores fueron recogidas y sometidas a un 
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proceso de extracción/purificación de proteínas. Posteriormente, las muestras proteicas 
obtenidas fueron digeridas con tripsina y los péptidos resultantes se sometieron a 
marcaje iTRAQ tras el cual las disoluciones con los péptidos procedentes de los 
diferentes cultivos se mezclaron, y la mezcla resultante se sometió a un fraccionamiento 
bidimensional por cromatografía líquida mediante HPLC de fase reversa básica 
(primera dimensión), seguido de un fraccionamiento mediante nano-LC de fase reversa 
ácida (segunda dimensión), y las fracciones se analizaron en un MALDI-TOF/TOF 
como, previamente, se describió (153). 
 
 El procesamiento y análisis de datos de LC-MALDI-TOF/TOF se realizó con el 
programa Protein Pilot empleando la base de datos NCBInr, la cual contiene las 
proteínas anotadas de A. baumannii AbH12O-A2 y del plásmido pMMA2. Se consideró 
como criterio discriminante de infraexpresión y sobreexpresión que las proteínas 
tuvieran relaciones de expresión muestra/control por debajo de 0.5 y por encima de 1.5, 
respectivamente. 
 
 En el experimento iTRAQ se identificaron 687 proteínas, de las cuales, en el 
modelo de BALF 50 fueron sobreexpresadas y 61 infraexpresadas. Mientras que en el 
modelo de macrófago 76 proteínas fueron sobreexpresadas y 21 infraexpresadas. En 
total, en ambos modelos, 179 proteínas fueron expresadas de manera diferenciada (15 
fueron sobreexpresadas, 6 infraexpresadas y 8 sobreexpresadas en un modelo e 
infraexpresadas en el otro). 
 
 Se realizó una predicción vía computacional de las funciones biológicas en las 
cuales estarían involucradas las proteínas diferencialmente expresadas. Este análisis 
funcional reveló que, tanto en el modelo BALF como en el modelo macrófago, el grupo 
funcional mayoritario fue el de las proteínas involucradas en traducción (38% y 41% 
respectivamente). En el modelo BALF, el segundo grupo funcional más abundante fue 
el de las proteínas involucradas en patogénesis y virulencia (14%) seguido del grupo de 
proteínas involucradas en la producción y conversión de energía (10%); mientras que en 
el modelo macrófago, el segundo grupo funcional más abundante fue el de las proteínas 
involucradas en la producción y conversión de energía (13%), seguido del grupo de 
proteínas involucradas en patogénesis y virulencia (11%). Por otro lado, la mayoría de 
las proteínas infraexpresadas en el modelo BALF estuvieron involucradas en la 
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producción y conversión de energía (20%), mientras que en el modelo macrófago 
tuvieron una función desconocida (29%). 
 
Para comprobar la validez de los resultados proteómicos se estudió a nivel de ARN 
mediante RT-PCR la expresión diferencial de 6 genes en el modelo BALF (nfuA-like, 
yjjK, csuC, ompW, ompA y clpX) y de 7 genes en el modelo macrófago (dNA repair, 
paaA, ppiA, yjjK, ompW, ompA y csuC). En el modelo BALF, los genes nfuA-like, yjjK, 
csuC y ompW se sobreexpresaron respecto al control a nivel de la transcripción de 
forma consistente con los resultados proteómicos. Sin embargo, la expresión de ompA y 
clpX reveló un ligero aumento respecto al control a nivel de la transcripción, y esto no 
es totalmente consistente con los resultados proteómicos (cociente del cambio en la 
cantidad de proteína respecto al cambio en el nivel de expresión de ARNm < 2). En el 
modelo macrófago, los genes dNA repair, paaA, ppiA, yjjK y ompW se sobreexpresaron 
respecto al control a nivel de la transcripción de forma consistente con los resultados 
proteómicos. Sin embargo, la expresión del gen ompA reveló un ligero aumento 
respecto al control a nivel de la transcripción de forma no claramente consistente con 
los resultados proteómicos (cociente del cambio en la cantidad de proteína respecto al 
cambio en el nivel de expresión de ARNm = 5.6). La expresión del ARNm del csuC fue 
1.6 veces mayor que en el control y la abundancia de la correspondiente proteína fue 
seis veces menor en la muestra que en el control. Estos resultados mostraron que los 
cambios observados entre muestras y controles a nivel proteómico, para ambos modelos 
ex vivo, también se reflejaron en los niveles de ARNm, con la excepción del CsuC 
debido probablemente a ineficiencias en la traducción, regulación post-transcripcional 
y/o a degradación proteica. 
 
 Los resultados obtenidos apuntan a que A. baumannii puede utilizar una 
variedad de mecanismos de virulencia que le permiten adaptarse y sobrevivir en una 
gran variedad de microambientes presentes en las vías aéreas del huésped. Así mismo, 
parece que las proteínas YjjK y OmpA son fundamentales para la virulencia y patogenia 
de la neumonía causada por A. baumannii. 
 
 La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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3.3 ARTÍCULO III: La caracterización molecular de la interacción entre 
Acinetobacter baumannii y Candida albicans revela varios mecanismos de 
competición microbiana 
 
 
 En las últimas décadas, las infecciones nosocomiales causadas por 
Acinetobacter baumannii se han incrementado dramáticamente y estas se asocian con 
una alta mortalidad y morbilidad debido a la creciente resistencia a antibióticos en A. 
baumannii (59, 154, 155). Por otro lado, Candida spp. es un importante reto para la 
salud pública debido a la alta mortalidad causada por las infecciones sanguíneas que 
produce, por las cada vez más frecuentes infecciones sistémicas en las que está 
involucrada, y por su creciente resistencia a antifúngicos. Dentro del género Candida 
spp, Candida albicans es la especie más común causante de infecciones en los seres 
humanos (156, 157). Sin embargo, la interacción, medicamente relevante, entre 
Acinetobacter baumannii y Candida albicans es poco conocida. 
 
 Basándose en la existencia de un consenso general en cuanto a que el 
conocimiento del secretoma es clave para estudiar la interacción entre células y en los 
hechos aportados por: 
1. Peleg et al. que describen una relación antagonista entre A. baumannii y C. 
albicans en la que A. baumannii inhibió la filamentación de dicha levadura, esto 
produjo una reducción en la patogenicidad de C. albicans hacia Caenorhabditis 
elegans. En un modelo "in vitro" de biopelícula demuestran que C. albicans 
inhibe ligeramente el crecimiento de A. baumannii una vez que ésta desarrolla el 
quórum y plantean que el compuesto farnesol actúa de mediador (95). 
 
2. Gaddy et al. que demuestran que la proteína OmpA de A. baumannii es esencial 
para la unión de dicha bacteria a los filamentos de C. albicans y dicha unión es 
seguida por la muerte celular apoptótica de esta levadura; sugieren que la 
capacidad citotóxica del secretoma de A. baumannii es debida a proteínas 
secretadas, algunas de las cuales son diferentes de la OmpA (60). 
 
 Este apartado se centra en la caracterización del secretoma de Acinetobacter 
baumannii y Candida albicans en cocultivo, usando como modelos de estudio las cepas 
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clínicas; AbH12O-A2 de A. baumannii y SC5314 de C. albicans que ya han sido 
secuenciadas y caracterizadas. Técnicamente se realiza un análisis de proteómica 
cuantitativa basada en espectrometría de masas combinada con bioinformática, que 
permite descubrir las proteínas secretadas que están implicadas en esta competición 
antagonista, y poder entender mejor la patogénesis y virulencia de ambos patógenos. 
Con el objetivo de lograr una gran interacción entre ambos microorganismos, una 
integridad celular prácticamente no afectada que descarte la existencia de proteínas no 
extracelulares que pudieran interferir en los resultados y un crecimiento de ambos 
microorganismos no muy diferente, se consideraron varias condiciones experimentales: 
medios de cultivo, diferentes inóculos de partida y distintos tiempos de incubación. Los 
resultados obtenidos se emplearon para elegir las condiciones experimentales del 
análisis mediante espectrometría de masas del secretoma en cocultivo. 
 
 Después de concentrar y purificar las proteínas del medio extracelular, tanto de 
los cultivos puros como del cocultivo, se procesaron 2 preparaciones proteicas para 
análisis proteómico: (a) cocultivo y (b) mezcla control de cultivos puros 1:1 (p/p). Estas 
preparaciones fueron digeridas con tripsina y los péptidos resultantes se analizaron 
mediante LC−MS/MS (Orbitrap, Thermo Scientific). En el procesamiento y análisis de 
datos de LC-MS/MS se utilizaron los programas MaxQuant y Progenesis empleando la 
base de datos NCBInr que contiene las proteínas anotadas de A. baumannii AbH12O-
A2, del plásmido pMMA2 y de C. albicans SC5314. Las proteínas con cocientes de 
expresión muestra/control por encima de 4.0 fueron consideradas como sobreexpresadas 
y por debajo de 0.25 como probablemente infraexpresadas. 
 
 Con el objetivo de explorar posibles diferencias entre la cantidad final de 
proteínas secretadas en la mezcla de los dos cultivos puros y la cantidad total de 
proteínas secretadas en cocultivo, dichas cantidades fueron determinadas y comparadas. 
El análisis mostró que la cantidad total de proteínas secretadas en 500 mL de cocultivo 
fue menor que la suma de estas obtenidas a partir de 2 x 500 mL de cultivos puros 
(1040 μg y 1550 μg, respectivamente). 
 
 En el estudio proteómico del que se ocupa este artículo se identificaron 139 
proteínas de A. baumannii, de las cuales, 38 fueron exclusivamente encontradas en 
cocultivo, 2 exclusivamente en cultivo puro y 99 fueron comunes a ambos cultivos. De 
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igual manera, se identificaron 81 proteínas de C. albicans, de las cuales, 10 fueron 
exclusivamente encontradas en cocultivo, 7 exclusivamente en cultivo puro y 64 fueron 
comunes a ambos cultivos. Por otro lado, 120 proteínas de A. baumannii y 29 de C. 
albicans fueron sobreexpresadas en cocultivo. Mientras que 33 proteínas de C. albicans 
y 3 de A. baumannii se pueden considerar infraexpresadas en cocultivo. 
 
 Los resultados proteómicos obtenidos de los cultivos de A. baumannii fueron 
analizados con la ayuda del programa Blast2GO. En la sección "Proceso Biológico" los 
terminos GO más enriquecidos en la interacción incluyeron procesos metabólicos de 
compuestos orgánicos de nitrógeno, procesos biosintéticos de sustancias orgánicas, 
procesos metabólicos de compuestos de nitrogeno celular y procesos biosintéticos 
celulares entre otros, lo cual sugiere un metabolismo activo. En la sección "Función 
Molecular" los terminos GO más enriquecidos en la interacción incluyeron unión a 
compuestos heterociclicos, unión a compuestos orgánicos ciclicos, actividad hidrolasa, 
unión a iones y actividad oxidoreductasa entre otros. Esta actividad oxidoreductasa 
junto con los procesos de oxidación-reducción sugieren una importante respuesta 
defensiva frente al estrés oxidativo causado por C. albicans. 
 
 Los resultados proteómicos obtenidos de los cultivos de C. albicans fueron 
analizados con la ayuda de la herramienta basada en la web GeneCoDis. En la sección 
"Proceso Biológico" los terminos GO más enriquecidos en la interacción incluyeron 
patogénesis, adhesión al huésped, organización de lapared celular fungica, interacción 
con el huésped, inducción de la respuesta defensiva del huésped por simbionte y 
glicolisis entre otros, lo cual sugiere una importante respuesta proteómica a A. 
baumannii. En la sección "Función Molecular" los terminos GO más enriquecidos en la 
interacción incluyeron actividad endopeptidasa tipo aspartico, unión a cationes, unión a 
kininogenos de alto peso molecular, y unión a proteínas entre otros. 
 
 Los análisis bioinformáticos realizados con la ayuda del programa ProtComp 
predicen que el 70% de las proteínas diferencialmente expresadas de A. baumannii están 
presentes en la membrana externa o en el periplasma o en el medio extracelular y quel 
73% de las proteínas diferencialmente expresadas de C. albicans están presentes en la 
membrana o en el medio extracelular. 
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 Para comprobar la validez de los resultados proteómicos, se analizó mediante 
Western blot la proteína Omp33-36 secretada por A. baumannii, observándose un 
aumento de dicha proteína en el cocultivo de forma consistente con los resultados 
proteómicos. Con experimentos knock-out se analizaron 3 proteínas secretadas por C. 
albicans, que presentaban cocientes de expresión muy dispares. Este análisis mostró que 
existían 3 mutantes de C. albicans (hyr1, sap5 y rbt4) que tenían menores porcentajes 
de crecimiento en cocultivo versus cultivo puro y eran más sensibles a la interacción 
con A. baumannii que la cepa salvaje. Hecho consistente con los resultados proteómicos 
presentados en este artículo. 
 
 La observación de que las curvas de crecimiento, de ambos microorganismos, 
fueron negativamente afectadas por el microorganismo cocultivado implicó que se 
investigara si la actividad antifúngica del sobrenadante de A. baumannii depende del 
tiempo de crecimiento bacteriano y si es debida a proteínas. Para ello, se cultivó C. 
albicans en sobrenadantes de cultivos de A. baumannii libre de células recogidos a 
diferentes tiempos de crecimiento bacteriano. Estos ensayos revelaron que la actividad 
antifúngica del sobrenadante de A. baumannii aumentó con el tiempo de crecimiento 
bacteriano (Figura S3A). Para determinar la naturaleza de esta actividad antifúngica se 
cultivó C. albicans en tres sobrenadantes diferentes de cultivos de A. baumannii: 1) 
previamente inactivados con tratamiento térmico (80ºC durante 30 min), 2) previamente 
inactivados por proteasas (proteinasa K) y 3) previamente fraccionados mediante filtros 
de diferentes tamaños moleculares (entre 10 kDa y 100 kDa). Los resultados revelaron 
una reducción significativa en la muerte de C. albicans cuando esta levadura fue 
incubada en los sobrenadantes de A. baumannii previamente inactivados mediante calor 
o mediante proteinasa K o fraccionados mediante filtros de 10 kDa (Figura S4A). 
Experimentos cruzados análogos se realizaron para investigar la actividad antibiótica 
del sobrenadante de C. albicans. Estos experimentos mostraron que la actividad 
antibiótica del sobrenadante de C. albicans aumentó con el tiempo de crecimiento 
fúngico siendo máxima a las 24 horas (viabilidad de A. baumannii 0%) (Figura S3B). 
Sin embargo, no se observó ninguna disminución en la muerte de A. baumannii cuando 
esta bacteria fue incubada en los sobrenadantes de C. albicans previamente inactivados 
mediante calor o mediante proteinasa K o fraccionados mediante filtros de 10 kDa 
(Figura S4B). Por tanto, se concluye que C. albicans secreta al sobrenadante de sus 
cultivos, al menos un compuesto citotóxico no proteico termoestable e insensible a la 
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proteinasa K, con un peso molecular inferior a 10 kDa y que A. baumannii secreta al 
medio extracelular, al menos un compuesto citotóxico proteico sensible al calor y a la 
proteinasa K, con un peso molecular de más de 10 kDa. 
 
 Para determinar si el metabolismo de uno o de ambos microorganismos modifica 
el pH del medio y, en cuyo caso, si el pH de los cultivos puros y el del cocultivo son 
similares, y si la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes es dependiente del pH 
del medio, se determinó el pH del cocultivo y de los cultivos puros durante el 
crecimiento de dichos patógenos. Estos ensayos revelaron una reducción de casi 3 
unidades de pH, tanto en los cultivos puros como en el cocultivo y mostraron que el pH 
de ambos cultivos fue similar en las condiciones experimentales fijadas para la 
realización del experimento proteómico (Figura S5). También se incubaron las células 
fúngicas y  bacterianas en SAB y se cruzaron respectivamente con los sobrenadantes de 
A. baumannii y C. albicans ajustados a varios valores de pH y las UFCs/ml de ambos 
patógenos fueron determinadas en cada medio. Estos experimentos mostraron que la 
actividad antifúngica, del sobrenadante del cultivo de A. baumannii, fue máxima a pH 
7.0 (Figura S6A). Por otro lado, también mostraron que la actividad antibiótica del 
sobrenadante del cultivo de C. albicans fue máxima a pH 3.5 y a pH 11.0 y fue mínima 
a pH 7.0. Además, no se observó crecimiento de A. baumannii cuando esta bacteria fue 
cultivada en el sobrenadante del cultivo de C. albicans ajustado a pH ≤ 3.5 (Figura 
S6B). Igualmente, cabe destacar que C. albicans alcanzó la máxima densidad de 
población a pH 4.5 mientras que A. baumannii la alcanzó a pH 9.5  
 
 Otro factor que podría contribuir a la interacción antagonista entre A. baumannii 
y C. albicans es la competición nutricional. Para estudiar la posibilidad de que el 
crecimiento de A. baumannii fuera inhibido a causa del agotamiento de algún nutriente 
del medio, se comparó la viabilidad de A. baumannii en SAB a pH 7.0 con la viabilidad 
de este patógeno en el sobrenadante de C. albicans recogido a las 22 horas de 
crecimiento y ajustado a pH 7.0. No se observó reducción significativa en la muerte 
bacteriana. Además, la inhibición del crecimiento de A. baumannii ocurrió antes de que, 
sobre la base de las curvas de crecimiento en cultivo puro, se esperase que ocurriera el 
agotamiento de los nutrientes. Todo esto sugiere que la interacción entre ambos 
microorganismos va más allá de una simple competición nutricional (Figura S7). 
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 Teniendo en cuenta que la muerte de A. baumannii solamente fue parcialmente 
explicada por el descenso del pH y que Peleg et al. describieron un modelo "in vitro" de 
biopelícula en el que C. albicans inhibía ligeramente el crecimiento de A. baumannii, al 
menos parcialmente mediado por la molécula farnesol (95), se decidió investigar si el 
farnesol, en condiciones ácidas, causa un porcentaje de muerte de A. baumannii de 
similar magnitud a la observada con los sobrenadantes de C. albicans, y si a pH 7 no 
causa la inhibición en el crecimiento de A. baumannii. Para ello, se evaluó la 
proliferación de células de A. baumannii en medio SAB, con y sin farnesol, en 
concentración 40 µM y ajustado el pH a valores de 4.0 y 7.0, y se comparó con la 
proliferación de células de A. baumannii expuestas al sobrenadante de C. albicans 
ajustado a dichos valores de pH. Estos ensayos mostraron que a pH inicial 4.0 la 
incubación de A. baumannii en el sobrenadante del cultivo de C. albicans o con farnesol 
(40 µM) produjo una elevada tasa de mortalidad de esta bacteria. Sin embargo siendo el 
pH inicial 7.0 no se produjo una mortalidad significativa de esta bacteria en ninguna de 
las dos condiciones anteriores (Figura 4A). Por otro lado, para obtener información 
sobre el mecanismo de la muerte de A. baumannii mediada por farnesol, los porcentajes 
de células de A. baumannii muertas, después de su exposición a farnesol en un intervalo 
de concentración de 0–4000 µM, se determinaron en muestras de cultivos con tinción de 
yoduro de propidio. Estos estudios revelaron que el porcentaje de muerte de A. 
baumannii aumentó proporcionalmente a la concentración de farnesol, y fue 
significativo cuando se utilizaron concentraciones de farnesol mayores que 40 µM 
(p<0.05), con un porcentaje de muerte del 7% para una concentración de 400 µM, y del 
60% para una concentración de 4000 µM (Figura 4B). 
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Figura 4. Farnesol inhibe el crecimiento de A. baumannii. (A) Efecto del 
sobrenadante del cultivo de C. albicans recogido a las 22 horas de crecimiento y del 
farnesol a pH 4 y 7 sobre el crecimiento de la cepa de A. baumannii AbH12O-A2. SAB: 
control Sabouraud glucosa; C.a. SN: sobrenadante del cultivo de C. albicans recogido a 
las 22 horas de  crecimiento; DMSO: control DMSO disuelto en medio SAB; far 40 
µM: 40 µM de farnesol disuelto en medio SAB. El valor de p fue calculado mediante el 
test de Mann Whitney. 
* p<0.05, cuando se comparó con el control (DMSO, pH 4). 
¥ p<0.05, cuando se comparó con el control (SAB, pH 4). 
# p<0.05, cuando se comparó con el control (far 40 µM, pH 7). 
§ p<0.05, cuando se comparó con el control (C.a. SN, pH 7). 
ð p<0.05, cuando se comparó con el control  (SAB, pH 7). 
(B) Porcentajes de células de A. baumannii muertas, después de su exposición a farnesol 
(0–4000 µM) durante 7 horas, obtenidos mediante tinción con yoduro de propidio. Los 
valores de significación estadística se calcularon mediante el test de Mann Whitney, 
donde *p<0.05 en comparación con el control (0 μM). 
 
B 
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 Se concluye que en la interacción entre A. baumannii y C. albicans participan 
activamente tanto proteínas como moléculas de bajo peso molecular y depende 
notablemente de las condiciones ambientales. Esta interacción induce en el secretoma 
un incremento de las proteínas relacionadas con la adhesión a superficies bióticas, con 
la respuesta al estrés oxidativo, con hifas y con la respuesta defensiva contra farnesol. El 
estudio de esta interacción puede llevar al desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas. 
 
 Todo lo anteriormente expuesto se recoge en el manuscrito, preparado para 
publicación, que se presenta seguidamente: 
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TITLE: Molecular Characterization of the Interaction between Acinetobacter 
baumannii and Candida albicans Reveals a Multiplicity of Attack and Defense 
Mechanisms. 
 
 
 
 
ABSTRACT Since the 1980s, hospital-acquired infections caused by Acinetobacter 
baumannii have risen dramatically and they are associated with a high morbidity and 
mortality due to antibiotic resistance. Additionally, Candida albicans is the most 
common isolated human pathogenic fungi and causes systemic candidiasis, which is 
associated with a high morbidity and mortality. However, the medical relevance of the 
interaction between both organisms is poorly understood. Therefore, in the present 
study, we have characterized the secretome of single and mixed cultures of both 
organisms using quantitative mass spectrometry-based proteomics, combined with 
bioinformatics, to discover secreted factors involved in attack and defense in order to 
obtain a comprehensive understanding of the pathogenesis and virulence of both 
organisms. In mixed cultures, we observe strong differences in the identity and amount 
of proteins secreted for both organisms when compared with single cultures (controls) 
and the following major trends emerged: (i) increase of adhesion to biotic surfaces-
related proteins, (ii) increase of response to oxidative stress-related proteins, (iii) in 
C.albicans increase of hypha-associated proteins, consistent with the induction of 
hyphal growth and (iv) in A. baumannii, increase of defense responses against farnesol-
related proteins. This study extends previous observations by showing that, although A. 
baumannii under neutral pH inhibits filamentation of C. albicans, under acid pH it 
stimulates filamentation in C. albicans. Therefore, we suggest that A. baumannii 
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stimulates or inhibits filamentation of C. albicans depending on pH. Also, our results 
show that farnesol disrupts A.baumannii membrane, increasing permeability to 
exogenous compounds and pointing to interesting consequences for antibacterial 
therapy. 
 
IMPORTANCE Candida albicans and Acinetobacter baumannii cause life-threatening 
systemic infections in immunocompromised patients associated with a high mortality, 
thus, antimicrobial therapy is critical to patient management. However, only a few 
antifungal classes are available to treat systemic candidiasis and A. baumannii quickly 
develops antibiotic resistance, making treatment difficult or impossible. Furthermore, 
due to increasing antibiotic resistance, new strategies are desperately needed to fight 
these infections. Therefore, there is a growing need to understand the nature of the 
antagonistic relationships between prokaryotes and eukaryotes, in order to aid in the 
design of novel antimicrobial therapeutics. The aim of our work was to analyze how the 
secretome of C. albicans and A. baumannii changed when growing in co-culture, with 
the goal of providing knowledge of fungal-bacterial interactions and of the attack and 
defense strategies adopted by both organisms, which might lead to the discovery of 
potential drug targets and biomarkers for diagnostic applications. 
 
INTRODUCTION 
Despite the diversity and abundance of medically important interactions between 
bacteria and fungi, little is known about their importance to human health and their 
molecular mechanisms. These interactions are complex and, in humans, depend on 
several factors (environmental, fungal, bacterial, and temporal factors, as well as the 
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size of the inoculums). Interactions between bacteria and fungi can enhance or attenuate 
host colonization and virulence. For instance, when Escherichia coli was inoculated in 
mice simultaneously or after inoculation with Candida albicans, this co-infection 
caused enhanced killing compared with killing by either organism alone. Conversely, if 
the E. coli was given before inoculation with C. albicans, then attenuation in host 
killing was observed (1). Communication between fungi and bacteria is a common 
process and quorum-sensing signals can mediate crosstalk between them. For example, 
C. albicans induces its switch from hyphal growth to yeast growth, using a secreted 
quorum-sensing molecule called farnesol (2). Farnesol also has effects on many 
bacteria, many fungi, and on host cells, such as Acinetobacter baumannii (inhibits its 
growth) (3), Pseudomonas aeruginosa (reduces swarming motility and inhibits the 
biosynthesis of Pseudomonas quinolone signal) (4), Mycobacterium smegmatis (inhibits 
mycobacterial multidrug efflux pumps) (5), Aspergillus nidulans (induces apoptosis) 
(6), Saccharomyces cerevisiae (inhibits growth without compromising cell viability) 
(7), HL-60 cells (induces apoptosis) (8). The different effects of farnesol on prokaryotic 
and eukaryotic cells have been described in the bibliography and could be a 
consequence of different conditions, such as various concentrations of farnesol and the 
different kind of cells used, or the combination of the farnesol with other factors, for 
example, pH, nutrient status, cell physiology and other signaling molecules. In cells of 
S. cerevisiae and P. brasiliensis exposed to farnesol, the cell membrane remained intact 
(7, 9) whereas the exposition of cells of S. mutans, S.aureus, and A.fumigatus to 
farnesol was associated with a degeneration of the cell membrane (10–12). Farnesol has 
multiple mechanisms for causing alterations in the cell membrane. For example, 
Brilhante et al. confirmed that farnesol acts by inhibiting the synthesis of ergosterol in 
Coccidioides posadasii, causing alterations in the cell membrane (13). Inhibition of cell-
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wall biosynthesis by farnesol in methicillin-resistant S.aureus is due to the inhibition of 
the recycling of the C55 lipid carrier, which is involved in the translocation of the 
murein monomer precursor from the cytoplasm to the outside of the membrane for 
subsequent peptidoglycan synthesis by penicillin-binding proteins (11). The inhibition 
of phosphatidylcholine biosynthesis by farnesol in HL-60 cells is due to the direct 
inhibition of CDP-choline: 1,2-diacylglycerol cholinephosphotransferase activity by this 
drug and induce apoptosis in these cells (8). The characterization of the molecular 
mechanisms of these interactions is essential for gaining new insights into the 
pathogenesis of these species and into the importance of these interactions with human 
disease. Moreover, antagonistic interactions might not only allow for the discovery of 
novel antimicrobials to prevent or treat these challenging microorganisms but also for 
modulating the behavior of potentially pathogenic fungi and bacteria in beneficial ways. 
Candida spp. is a major challenge in public health because of the high mortality rate 
caused by bloodstream infections produced by this microorganism, the increasing 
number of systemic infections, and the increasing drug resistance to azole compounds 
each year. The opportunistic fungal C. albicans is the most common pathogenic 
Candida species in humans (14, 15). A. baumannii has emerged as one of the most 
troublesome nosocomially acquired pathogens because of the increasing number of 
colonizations/infections produced by this organism and the increasing microbial 
resistance each year (16–18). A. baumannii and C. albicans coinhabit ecological niches 
of the human body such as the bloodstream, the skin, and the respiratory and urogenital 
tracts (19–21). Association between A. baumannii and C. albicans has been reported in 
clinical samples and, moreover, Tan et al. found that, in intensive care unit patients, C. 
albicans airway colonization may play a role in the subsequent development of A. 
baumannii ventilator-associated pneumonia (22). This medically important interaction 
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between C. albicans and A. baumannii has been little studied. Peleg et al. have shown 
that live cells and a secretory factor from A. baumannii inhibit two key virulence 
determinants of C. albicans: biofilm formation on an abiotic surface and filamentation 
in vitro (in planktonic and biofilm environments) and in vivo (in Caenorhabditis 
elegans models). Moreover, these live cells and secretory factors have a greater toxicity 
and affinity toward C. albicans filaments when compared with the yeast form. 
Interestingly, these authors also observed a little counteroffensive by C. albicans against 
A. baumannii, which was at least partly mediated by farnesol (3). Gaddy et al. have 
reported that OmpA is essential for attachment to C. albicans fungal filaments. 
Furthermore, these authors observed that C. albicans fungal filaments, A. baumannii 
cell direct contact, and the production of OmpA play an important role in the killing of 
fungal filaments by apoptosis, suggesting that the cytotoxic activity of cell-free 
supernatants of an A. baumannii culture was due to secreted proteins, some of which 
were different from OmpA (23). However, the mechanism behind these observations 
was not described. 
The primary objective of this study was to identify those proteins uniquely or 
differentially expressed between the two breast cell types 
Thus, the primary objective of this study was to identifiy those proteins uniquely or 
differentially expressed between the secretome of C. albicans and A. baumannii 
growing in pure culture and in co-culture to improve our knowledge of the pathogenesis 
and virulence of C. albicans and A. baumannii. In order to obtain more insights on how 
C. albicans and A. baumannii are affected by each other, we have carried out a 
proteomic analysis of the C. albicans–A. baumannii interaction secretome for the first 
time. The supernatants of co-cultures were isolated, analyzed by liquid chromatography 
with tandem mass spectrometry (LC−MS/MS), and compared to the respective pure 
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cultures. We also investigated the effects of these supernatants on the survival of the 
microorganisms and provide evidence that the combination of the acid pH and the 
farnesol was lethal for A. baumannii. Our study not only improves the comprehension 
of the molecular mechanisms involved in the interaction between these pathogens 
related within their pathogenesis but may also lead to the selection of targets and 
antigenic targets to the development of new antimicrobials and vaccines. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial and yeast strains and media. The C. albicans yeast strain SC5314 and the 
highly invasive multidrug-resistant A. baumannii strain AbH12O-A2 (24) were used in 
this study. The annotated sequence for AbH12O-A2 [GenBank CP009534.1] is 
available at the National Center for Biotechnology Information (25). Aliquots of 
glycerol stock of A. baumannii were grown and maintained on Luria-Bertani (LB) agar 
and aliquots of glycerol stock of C. albicans were grown and maintained on yeast-
peptone-dextrose (YPD) agar. Bacterial cultures were grown overnight in Mueller 
Hinton (MH) broth, and fungal cultures were grown overnight in YPD broth. Bacterial 
and fungal overnight cultures were harvested by centrifugation and washed twice with 
about 45 ml normal saline (0.9% NaCl). The suspension was adjusted for each species 
to a cell density based on optical density at 600 nm (OD600) measurements to provide 
inocula for the assays. Unless otherwise specified, bacterial supernatant was obtained by 
inoculation of 1.5 x 106 CFU of A. baumannii into an Erlenmeyer flask, containing 20 
ml Sabouraud glucose broth (SAB), followed by incubation for 22 h at 37 ºC with 
shaking, centrifugation (2800× g, 20 min at 4 °C) and filtration through a 0.22 µm filter 
(Sartorius, Minisart, Madrid). And fungal supernatant was obtained by inoculation of 
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2.5 x 105 CFU of C. albicans into an Erlenmeyer flask containing 20 ml SAB, followed 
by incubation for 22 h at 37 ºC with shaking, centrifugation (2800× g, 20 min at 4 °C) 
and filtration through a 0.22 µm filter (Sartorius, Minisart, Madrid). 
Growth Curves. 1.5 x 106 CFU of A. baumannii and 2.5 x 105 CFU of C. albicans 
were inoculated into an Erlenmeyer flask (co-culture) and separated into two 
Erlenmeyer flasks (pure cultures), each containing 125 ml Sabouraud glucose broth, 
followed by incubation with shaking at 37 ºC. At multiple time points, a small aliquot of 
the culture was taken for CFU counts. YPD plates containing colistin (10 mg/L) and LB 
plates containing amphotericin B (2 mg/L) were used to determine C. albicans and A. 
baumannii CFUs, respectively. Results were obtained from four independent 
experiments. 
To compare the results, the same experiment was made but at multiple time points, in 
which a small aliquot of the culture was taken to assess the viability of A. baumannii 
and C. albicans in mixed cultures and in pure cultures by membrane integrity analysis 
using DAPI and propidium iodide staining (26). Results were obtained from four 
independent experiments. 
To compare the results, the same experiment was made but at multiple time points to 
determine the pH of small aliquots of the culture by pH electrode measurements. 
Results were obtained from three independent experiments. 
Isolation of secreted proteins. 6.0 x 106 CFU of A. baumannii and 1.0 x 106 CFU of C. 
albicans were inoculated into an erlenmeyer flask (co-culture) and separated into two 
erlenmeyer flasks (pure cultures), each containing 500 mL SAB, followed by incubation 
for 22 h at 37 ºC with shaking. At this point, cell viability was determined by propidium 
iodide (PI) staining. Cells of C. albicans (A. baumannii) were pelleted during the early 
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stationary phase (stationary phase) by centrifugation (2800x g, 20 min at 22 °C), and the 
supernatant was filtered through a 0.22 μm filter (Millipore, Bedford, MA) to remove 
residual cells. Proteins in the supernatant were concentrated at 4 °C using a Centricon 
Plus-70 centrifugal filter (cutoff filter 10 kDa, Millipore). Three independent biological 
samples were performed. The samples were frozen and stored at -80 ºC until needed 
(Fig. 1). 
Protein Digestion and LTQ-Orbitrap Velos Analysis. The samples were cleaned at 4 
°C with methanol/chloroform precipitation procedure, according to Wessel et al. (27). 
The pellets were then solubilized in 6 M urea and 2 M thiourea in 50 mM Tris HCl (pH 
8.8) and protease inhibitor (complete mini, EDTA-free, Roche) was added. These 
samples were quantified using the Bradford protein assay. Two preparations were 
processed for proteomic analysis: (a) co-culture and (b) pure cultures mix 1:1 (w/w). 
The concentrated proteins of 20 μg of co-culture and pure cultures mix 1:1 (w/w) 
samples were adjusted to the same volume. All samples were reduced by adding 100 
mM DTT for 30 min at 37 °C and alkylated with 55 mM iodacetamide for 20 min in the 
dark. Afterward, digestion was performed by adding recombinant sequencing grade 
trypsin (Roche) 1:20 (w/w) overnight at 37 °C. Then, the formed peptides were cleaned 
up with a POROS R2 column. The peptides were eluted with 80% acetonitrile in 0.1% 
TFA, dried in a Speed-Vac and re-suspended in 0.1% formic acid. The samples were 
stored at -20 ºC until needed. 
The peptides were loaded onto a C18-A1 ASY-Column 2 cm pre-column (Thermo 
Scientific) and then eluted onto a Biosphere C18 column (C18, inner diameter 75 µm, 
15 cm long, 3 µm particle size) (NanoSeparations) and separated using a 150 min 
gradient (150 min from 0–45%, Buffer B, Buffer A: 0.1% formic acid/2% ACN; Buffer 
B: 0.1% formic acid in ACN) at a flow-rate of 250 nL/min on a nanoEasy HPLC 
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(Proxeon) coupled to a nanoelectrospay ion source (Proxeon). Mass spectra were 
acquired on the LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) in the positive ion mode. Full-
scan MS spectra (m/z 400–1800) were acquired in the Orbitrap at a resolution of 60,000 
at m/z 400 and the 15 most intense ions were selected for collision-induced dissociation 
(CID) fragmentation in the LTQ with a normalized collision energy of 35%. Precursor 
ion charge state screening and monoisotopic precursor selection were enabled. Singly-
charged ions and unassigned charge states were rejected. Dynamic exclusion was 
enabled with a repeat count of 1 and exclusion duration of 45s. Three technical and 
three biological replicates were performed. Data produced by LTQ-Orbitrap was 
analyzed by MaxQuant and Progenesis (Fig. 1). 
The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange 
Consortium (28) via the PRIDE partner repository 
(https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/) with the dataset identifier. PXD008091. 
Data Analysis – MaxQuant. Acquired spectra were analyzed (Thermo .raw files) by 
MaxQuant (29) (version 1.3.0.5) using the Andromeda search engine to search against 
the database described above, which contains 9,651 sequences. The database search 
parameters were as follows: "multiplicity" was set to one, leucines were replaced by 
isoleucines, the "filter-labeled amino acids" option was deselected, the "label-free 
quantification" option was selected and all other settings were kept as default. 
Bioinformatics analysis was performed using the Perseus tools (version 1.5.0.31) 
available at the MaxQuant suite. The generated "proteingroups.txt" file was filtered for 
contaminants and reverse hits. Then, the logarithm of the LFQ values was taken, 
resulting in a Gaussian distribution. Afterward, the generated table was filtered and only 
proteins identified in at least two biological replicates with at least two non-redundant 
peptides in at least two of them. For significant differences identification, normalization 
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of the data by subtracting the median from each distribution was performed and the 
missing values were replaced using data imputation, assuming these proteins were close 
to the detection limit. And then significant differences between pure cultures and co-
cultures were identified by permutation-based p value-corrected t-test (threshold: 
P=0.05). 
Data Analysis – Progenesis. The Raw profile data files (.raw) were imported into 
Progenesis LC-MS for proteomics (64-bit version v 4.1; Nonlinear Dynamics/Waters). 
Imported runs, technical (three repeat injection/sample) and three biological replicates 
of each condition were chromatographic automatically aligned to the most suitable 
reference run identified by the software. All runs were selected for peak picking with 
the automatic sensitivity method (default settings) and filtered to include only peaks 
with a charge state between 2 and 4 and more than one isotope. All detected features 
were normalized against the reference run by Progenesis LC-MS. A between-subject 
comparison was used as experimental design (two conditions: controls and interactions). 
Spectral data from selected features (p-value<0.05) were transformed to MGF files with 
Progenesis LC-MS and exported for peptide/protein identification to Mascot search 
engine, using the following constraints for the searches: tryptic cleavage after Arg and 
Lys, up to two missed cleavage sites allowed, and tolerances of 20 ppm for precursor 
ions and 0.6 Da for MS/MS fragment ions – the searches were performed allowing for 
optional Methionine oxidation and fixed carbamidomethylation of Cysteine. A search 
against the decoy database (Mascot-integrated decoy approach) was used to achieve the 
FDR calculation. MASCOT percolator filters were applied to MASCOT results. The 
acceptance criteria for proteins identification were an FDR < 1% and at least one 
peptide identified with high confidence (CI>95%). Mascot search results that exceed the 
acceptance criteria for identification (FDR<1%, peptides with individual ion scores >13, 
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p<0.05) were imported into Progenesis LC-MS as XML files and analyzed according to 
the following criteria: only were used quantitation from non-conflicting peptides and 
Relative Quantitation using a Hi-3 method. For each protein, the number of reported 
peptides was determined by counting the unique peptide sequence. Only proteins 
reported by two or more peptides with a p-value<0.05 were quantified. Protein 
abundance was calculated from the sum of all unique normalized peptide ion 
abundance. Protein reported abundance is the geometric mean of the replicates. Proteins 
with a likelihood of quantification smaller than 0.05 (Anova p-value) were considered 
to be significantly regulated. Normalized peptide intensities were used to calculate fold-
changes between samples. Relative abundance of proteins (fold change) in interaction 
condition, compared with corresponding proteins in control samples, were quantified by 
the ratio of summed peptide ion normalized abundance in each group to evaluate the 
enrichment of the protein. 
Bioinformatic analysis. Putative sub-cellular locations of yeasts and bacterial proteins 
were predicted by ProtComp (version 9; [http://linux1.softberry.com/berry.phtml]). The 
differentially expressed proteins of A. baumannii were annotated according to Gene 
Ontology terms for Molecular Function and Biological Process, using BLAST2GO 
software (version 4.1.9; [https://www.blast2go.com/]) carried out with default 
parameters. If a protein was annotated with more than one Gene Ontology category, 
then it was split equally among them. In C. albicans, over-representation analysis of 
Gene Ontology (GO) terms was performed using the GeneCoDis web-based tool 
(http://genecodis.cnb.csic.es/). P-values were calculated using the hypergeometric 
distribution and were corrected using the simulation-based approach. Enrichment results 
were filtered using a corrected P-value cut-off of 0.03 (30). A Mann Whitney test was 
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applied when appropriate, by use of the MedCalc software (version 15.2.2.; 
[https://www.medcalc.org/]). A p-value <0.05 was considered significant. 
Full descriptions of additional materials and methods are given in the supplemental 
material. 
Western Blotting. Twenty μg of co-culture and pure cultures mix 1:1 (w/w) 
extracellular proteins were separated on 12% SDS-polyacrylamide gels, transferred to 
nitrocellulose membranes and blocked in 5% milk. Also, 20 μg of a pure culture of C. 
albicans extracellular proteins were included as a negative control. Western blots were 
probed with a specific rabbit polyclonal antibody against Omp33-36 available in our 
laboratory at 1:500. After incubation with primary antibodies, membranes were washed 
several times in PBS with 0.1% Tween-20 and then were incubated with fluorescently-
labeled secondary antibodies: 1/15,000 IRDye 800 goat anti-rabbit IgG (LI-COR 
Biosciences). The Western blotting was performed with the Odyssey system (LI-COR 
Biosciences, Nebraska, USA). 
Functional validation by mutants. Growth ratios (CFUco-culture vs. CFUpure 
culture) of C. albicans strain SN152 (a derivative of SC5314 with auxotrophies for 
histidine, leucine, and arginine) mutants, SN250 strain (a derivative of SC5314) and 
SC5314 strain were examined when these organisms were grown in competition with A. 
baumannii and in pure culture. Based on proteomics results, we selected 3 mutants from 
a library of C. albicans homozygous deletion mutants (31). Overnight cultures of the 3 
mutants hyr1, rbt4 and sap5 and of strains SN250 and SC5314 were mixed in 
Sabouraud glucose broth with the overnight culture of A. baumannii AbH12O-A2 at a 
ratio of 6 A. baumannii to 1 C. albicans. The resulting mixtures were incubated at 37 ºC 
with agitation. Like control was use growth ratio of SN250. At 22 hours, a small aliquot 
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of the culture was taken for CFU counts. Two technical and three biological replicates 
were performed.  
Association between Microbial Growth and Antimicrobial Activity under 
Planktonic Conditions. 1.5 x 106 CFU of A. baumannii and 2.5 x 105 CFU of C. 
albicans were inoculated separately into several Erlenmeyer flasks (pure cultures), each 
containing 25 ml Sabouraud glucose broth, followed by incubation for 14, 24, 48 and 72 
h (C. albicans) or 14 and 24 h (A. baumannii) at 37 ºC with shaking. These cultures 
were centrifugated (2800 × g, 20 min at 4 °C) and filtered through a 0.22 µm filter 
(Sartorius, Minisart, Madrid). 1.5 x 106 CFU of A. baumannii were inoculated into 20 
mL of these supernatants of C. albicans and 2.5 x 105 CFU of C. albicans were 
inoculated into 20 mL of these supernatants of A. baumannii and incubated at 37°C for 
6 h with shaking. Incubations in sterile Sabouraud glucose broth at 37°C for 6 h with 
shaking were used as controls. Afterward, each sample was taken, serially diluted, and 
plated onto LB (A. baumannii) or YPD (C. albicans) plates to determine the number of 
CFUs present in the samples. Results were obtained from three (CFU counts of A. 
baumannii) or four (CFU counts of C. albicans) independent experiments. 
Antimicrobial and stability assay of the supernatants and theirs fractions of A. 
baumannii and C. albicans. The antimicrobial compounds in the supernatant of A. 
baumannii were studied by incubating fungal cells with 1 mL of this supernatant and 
the antimicrobial compounds in the supernatant of C. albicans were studied by 
incubating bacterial cells with 1 mL of this supernatant. The molecular mass, the 
protease sensitivity and the thermostability of the antimicrobial compounds were tested 
by supernatant fractionation through Amicon ultracell filters (Millipore, Carrigtwohill, 
Ireland) of different molecular sizes (< 10 kDa, < 30 kDa, < 50 kDa and < 100 kDa) or 
by pre-incubating the supernatants with 50 µg/ml proteinase K for 3 h at 56°C, followed 
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by the addition of phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) to a final concentration of 100 
µg/ml or by pre-incubating the supernatants at 80°C for 30 min and cooling to room 
temperature. After pre-incubation, incubation at 37°C for 6 h with shaking was carried 
out. Incubation in sterile Sabouraud glucose broth, in supernatant heated for 3 h at 56°C, 
followed by the addition of PMSF to a final concentration of 100 µg/ml and in a sterile 
unmodified supernatant at 37°C for 6 h with shaking, were used as controls. Aliquots 
were removed, serially diluted, and plated onto LB (A. baumannii) or YPD (C. 
albicans) plates to determine the number of CFUs present in the samples. The inocula 
contained either 2.5 x 105 CFU of C. albicans or 2.6 x 107 CFU of A. baumannii. 
Results were obtained from three (CFU counts of A. baumannii) or at least five (CFU 
counts of C. albicans) independent experiments. 
Effect of pH on the growth of C. albicans and A. baumannii. Supernatants of C. 
albicans contained in different glass tubes were individually adjusted to various pH 
values (2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 7.0, 9.5, 11.0 and 12.0) using NaOH (S) or HCl (C) 
diluted in this supernatant of C. albicans. Similarly, supernatants of A. baumannii 
contained in different glass tubes were individually adjusted to various pH values (2.0, 
4.5, 7.0, 9.5 and 12.0) using NaOH (S) or HCl (C) diluted in this supernatant of A. 
baumannii. As controls, we used Sabouraud glucose broth contained in different glass 
tubes and individually adjusted to various pH values (2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 7.0, 9.5, 
11.0 and 12.0) using NaOH (S) or HCl (C) diluted in Sabouraud glucose broth. These 
dissolutions were filtered through a 0.22 µm filter (Sartorius, Minisart, Madrid). 2.6 x 
107 CFU of A. baumannii were inoculated into 1 mL of these supernatants of C. 
albicans (and into 1 mL of controls). And 2.5 x 105 CFU of C. albicans were inoculated 
into 1 mL of these supernatants of A. baumannii (and into 1 mL of controls). Afterward, 
samples and controls were incubated at 37°C for 6 h with shaking. Then, each sample 
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was taken, serially diluted, and plated onto LB (A. baumannii) or YPD (C. albicans) 
plates to determine the number of CFUs. Results correspond to at least three 
independent experiments. 
Nutrient Depletion Assay. The possibility that the depletion of some nutrient from the 
medium caused significant killing of A. baumannii was assessed. 2.6 x 107 CFU of A. 
baumannii were inoculated into 1 mL of the supernatant of C. albicans adjusted to pH 
7.0, as described above, and into 1 mL of the unmodified supernatant of C. albicans. As 
controls, we used Sabouraud glucose broth adjusted to pH 7.0 as described above, 
normal saline (0.9% NaCl) and water. After this, samples and controls were incubated at 
37°C for 6 h with shaking. After incubation, each sample was taken, serially diluted, 
and plated onto LB plates to determine the number of CFUs. The experiment was 
repeated three times using fresh samples each time. 
Farnesol Assay. The proliferation of A. baumannii cells exposed to various pH values 
(7.0 and 4.0) and to farnesol (40 µM) was assessed by viable plate counts. Farnesol was 
dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSO), soon after this solution was diluted in a 
glass tube containing 1 mL Sabouraud glucose broth adjusted to pH 7.0. Just after 
homogenization, A. baumannii (2.6 x 107 CFU) was added. The final concentration of 
farnesol was 40 μM, and the final concentration of DMSO was 0.1%. Also, 2.6 x 107 
CFU of A. baumannii were inoculated into another glass tube containing 1 mL of the 
supernatant of C. albicans adjusted to pH 7.0. These tubes were incubated at 37°C for 6 
h with shaking. Bacterial cells incubated in Sabouraud glucose broth adjusted to pH 7.0 
and bacterial cells incubated in Sabouraud glucose broth adjusted to pH 7.0, containing 
0.1% DMSO, were used as controls. After incubation, samples were taken, diluted 
accordingly and plated onto LB agar plates. The same experiments were made but at pH 
4.0. Results were obtained from at least six independent experiments. 
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Propidium iodide uptake. 1.5 x 107 CFU/mL cell suspensions of A. baumannii in 
Mueller Hinton broth were incubated with 0, 40, 400, and 4,000 µM farnesol at 37°C 
for 7 h with shaking. We assessed the viability of A. baumannii in these suspensions by 
membrane integrity analysis, using DAPI and propidium iodide staining. Cells with 
DAPI and propidium iodide and no farnesol served as negative controls, while heat-
killed A. baumannii cells served as positive controls. Results were obtained from four 
independent experiments. 
 
RESULTS 
To better understand the interaction between both microorganisms, we analyzed the 
secretome, in planktonic lifestyle, of both organisms growing in pure culture and in co-
culture using LC−MS/MS according to the scheme showed in Figure 1. 
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Figure 1. Flowchart for analysis of extracellular proteome in fungal–bacterial 
interaction. The applied workflow for sample and control preparation, the subsequent 
label-free quantification, the validation and the data analysis is graphically depicted. 
 
Effect of A. baumannii on the morphology of C. albicans. Fig. S1 shows that an 
isolated yeast colony only showed filamentous forms next to bacterial colonies, 
suggesting that a secretory compound from A. baumannii induced filamentation in C. 
albicans. This was confirmed by microscopic visualization of differences between pure 
cultures and co-cultures in the number of hyphae (Fig. S2) and by hyphae-specific 
protein quantification by mass spectrometry (Table S1B). Pure cultures grew 
predominantly in the yeast form with hardly any hyphae compared to the co-cultures, 
which consisted of a mixture of yeast and some pseudohyphae and hyphal cells.  
Selection of experimental conditions. In order to compare secretomes of pure culture 
and co-culture of C. albicans and A. baumannii in planktonic lifestyle, we tested several 
growth conditions, including growth media (tryptic soy broth, MH, YPD, minimal 
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medium and SAB), the initial amount of cells, and time of incubation. Our experimental 
conditions were chosen because in them both microorganisms could grow similarly, 
because the interaction between both microorganisms is very high, and to allow the 
lysis of both microorganisms to be < 1 % within some timeframe. 
To discard the existence of non-extracellular proteins in the secretome, determination of 
membrane integrity using 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and PI staining was 
applied. A time of incubation of 22 hours was chosen to make sure that, practically, the 
cell integrity is not affected in the analysis of the secretome by mass spectrometry. 
In SAB, A. baumannii reached the highest number of CFUs after 12 hours, both in co-
culture with C. albicans and in pure culture. However, A. baumannii cells remained 
culturable much longer in pure culture (Fig. 2A1). Another effect was observed for C. 
albicans when grown in the absence and presence of A. baumannii. During the first 6 
hours, A. baumannii did not affect the growth of C. albicans, but after this C. albicans 
growth was slower in co-culture (Fig. 2B1). Figure 2A2, at the beginning, illustrated 
that the percentage of dead cells was very low. But after 30 hours, showed a big 
increase in the percentage of A. baumannii cells that lost membrane integrity in co-
culture when compared with pure culture and this percentage increased continuously 
until the end of the experiment. The opposite effect was observed for C. albicans when 
grown in the presence of A. baumannii. At the beginning, there is a big increase in the 
percentage of C. albicans cells that lost membrane integrity in co-culture when 
compared with pure culture. But after 18 hours, Figure 2B2 shows that the percentage 
of dead cells was very low in co-culture and in pure culture. Then, as PI staining shows, 
between 18 and 24 hours, there is a "window" where the percentage of dead cells in co-
culture is < 0.8%. 
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Figure 2. Growth of C. albicans and A. baumannii in pure culture and co-culture. 
The viability of (A1) A. baumannii was measured in the presence (filled triangles) or 
absence (open triangles) of C. albicans cells and (B1) C. albicans was measured in the 
presence (filled squares) or absence (open squares) of A. baumannii cells. Cells were 
incubated with shaking at 37 ºC in SAB. A. baumannii titers were determined by plating 
on LB medium supplemented with amphotericin B (2 mg/L ) to suppress the growth of 
C. albicans and C. albicans titers were determined by plating on YPD medium 
supplemented with colistin (10 mg/L) to suppress the growth of A. baumannii. The 
membrane integrity of A. baumannii and C. albicans during growth was tested with PI 
staining. % of PI-positive cells (cells with damaged cell membranes or theoretically 
dead) during growth in pure culture (open triangles and open squares) and in mixed 
culture (filled triangles and filled squares) of (A2) A. baumannii and (B2) C. albicans 
was assessed. Results for the viability and membrane integrity assays were derived from 
four independent experiments. Error bars indicate standard deviation. 
 
Quantitative comparisons of secreted proteins. In this work, the extracellular proteins 
produced by A. baumannii and C. albicans growing in pure cultures and in co-culture 
were recovered and purified from culture supernatants according to the scheme shown 
in Figure 1. To explore differences in the protein concentration present in these 
supernatants, the total extracellular protein concentration produced by pure cultures and 
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co-cultures was quantified and compared. This analysis showed that the average 
extracellular protein concentration obtained from co-cultures was the 67 percent of the 
sum of those obtained from pure cultures (2.08 ± 0.30 μg/ml and 3.10 ± 0.25 μg/ml, 
respectively). 
To explore the putative differences in protein composition between the secretome of co-
cultures and the sum of the secretomes of pure cultures related to the different protein 
concentrations, these secretomes were analyzed and compared by LC−MS/MS. The 
extracellular proteins present in the co-cultures and in the pure cultures mix 1:1 (wt/wt) 
of three biological replicates were digested with trypsin and analyzed in triplicate 
(technical replicates) by LC−MS/MS (Orbitrap, Thermo Scientific). Identification and 
relative quantification were achieved by MaxQuant and Progenesis software. Proteins 
detected in at least two biological replicates, with at least two unique peptides in two of 
them, were selected and listed in Table S1A, Table S1B and Table S2. The results 
showed that 123 proteins of A. baumannii (76 of C. albicans) were identified by 
Progenesis software and 103 proteins of A. baumannii (52 of C. albicans) were 
identified by MaxQuant software, with 87 of the proteins of A. baumannii (46 of C. 
albicans) being identified by both approaches. A total of 62 proteins of C. albicans and 
123 of A. baumannii changed their abundance when the fungus and the bacteria were 
grown together. The differentially expressed proteins of A. baumannii (and of C. 
albicans) were classified in 16 (and in 10) different categories using GO annotation. 
These categories include function unknown, cell wall/membrane/envelope biogenesis, 
inorganic ion transport and metabolism, translation, ribosomal structure and biogenesis, 
posttranslational modification, protein turnover, chaperones and defense mechanisms 
(function unknown, carbohydrate transport and metabolism, posttranslational 
modification, protein turnover, chaperones and translation, ribosomal structure and 
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biogenesis) In both microorganisms, the function unknown category included almost 40 
% of the proteins differentially expressed. Table S1A and Table S1B summarize all the 
differentially expressed proteins with their biological characteristics, fold change (FC) 
and putative sub-cellular localizations. 
In A. baumannii using the Blast2GO software the protein functional annotation in 
biological process and molecular function was performed (Fig. 3). Concerning the 
biological process (Fig. 3C), the most enriched GO terms including organonitrogen 
compound metabolic process (22 GO overexpressed and 1 underexpressed), organic 
substance biosynthetic process, and cellular nitrogen compound metabolic process (19 
GO overexpressed and 1 underexpressed each), cellular biosynthetic process (18 GO 
overexpressed and 1 underexpressed), among others, suggestive of active metabolism. 
For the protein molecular function (Fig. 3D), the most enriched GO terms including 
heterocyclic compound binding, and organic cyclic compound binding (15 GO 
overexpressed and 1 underexpressed each), hydrolase activity (14 GO overexpressed 
and 1 underexpressed), ion binding (13 GO overexpressed and 0 underexpressed), 
oxidoreductase activity (11 GO overexpressed and 0 underexpressed), among others. 
This oxidoreductase activity together with the oxidation-reduction process (11 GO 
overexpressed and 0 underexpressed) is suggestive of an important defensive response 
to oxidative stress caused by C. albicans. 
In C. albicans using the GeneCoDis web-based tool GO analysis was performed (Fig. 
3). Concerning the biological process (Fig. 3A), the most enriched GO terms including 
pathogenesis (6 GO overexpressed and 7 underexpressed), adhesion to host (3 GO 
overexpressed and 5 underexpressed), fungal-type cell wall organization (0 GO 
overexpressed and 8 underexpressed), interaction with host, induction by symbiont of 
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host defense response, and glycolysis (3 GO overexpressed and 0 underexpressed each), 
among others, suggestive of an important proteomic responses to A. baumannii. 
For the protein molecular function (Fig. 3B), the most enriched GO terms including 
aspartic-type endopeptidase activity (2 GO overexpressed and 3 underexpressed), cation 
binding (0 GO overexpressed and 4 underexpressed), high molecular weight kininogen 
binding, and protein binding (3 GO overexpressed and 0 underexpressed each), among 
others. 
 
 
Figure 3. Gene Ontology term enrichment analysis. All differentially-expressed 
proteins detected by label-free quantitation analyses were analyzed for functional 
enrichment according to two grouping classifications of biological process (A, C) and 
molecular function (B, D) using the software Blast2GO in A. baumannii and the 
GeneCoDis tool in C. albicans. Blue bar represents overexpressed proteins in the 
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control samples, and red bar represents overexpressed proteins in the interaction 
condition. 
 
By these approaches, the 70% of the differentially expressed proteins of A. baumannii 
have outer membrane or periplasm or extracellular locations and the 73% of the 
differentially expressed proteins of C. albicans have membrane or extracellular 
locations (Table S1A and Table S1B). 
The modificatios that A. baumannii underwent as a result of stress by C. albicans 
included changes in membrane composition, which overexpressed a large number of 
proteins such as membrane proteins (AIS05014.1, AIS05087.1, AIS05291.1, 
AIS05532.1, AIS05626.1, AIS06856.1, AIS07395.1, AIS07584.1, AIS07737.1 and 
AIS07833.1), D-alanyl-D-alanine endopeptidase, TonB-dependent receptor, 
competence protein ComL, transporter, lipid A phosphoethanolamine transferase, and 
porin. On the other hand, A. baumannii stimulated filamentation in C. albicans, which 
highly overexpressed and overexpressed some hypha-associated proteins (Hyr1, Als3, 
Sap4, and Sap5) and (Rbt4 and Phr1) respectively. But surprisingly the hypha-
associated protein Rbt5 was underexpressed. 
Moreover, in A. baumannii, there were 6 overexpressed proteins involved in adhesion to 
biotic surfaces: OmpA and Omp33-36 of A. baumannii bind to fibronectin playing an 
important role in its adhesion to human lung epithelial cells; peptidoglycan-binding 
protein LysM; internalin, which plays an important role in the adherence and invasion 
of many pathogenic bacteria to host cells; FilF, which is an adhesion pili; and EF-Tu, 
which probably contributes to mediating adhesion of A. baumannii and its OMVs to 
macrophages. On the other hand, C. albicans overexpressed 4 proteins associated with 
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adhesion to biotic surfaces: Als3, which mediates adherence to a variety of binding 
partners; Ssa2, which is involved in adherence and induces endocytosis; Phr1, which is 
required for cell-wall integrity and is involved in adhesion; and in contrast, Hyr1 
probably confers resistance to phagocyte-mediated killing preventing surface contact to 
the phagocyte. 
Furthermore, nine proteins of A. baumannii associated with response to oxidative and 
nitrosative stress increased in the coculture supernatant: thioredoxin, alkyl 
hydroperoxide reductase, superoxide dismutase, flavohemoprotein, superoxide 
dismutase, glutaredoxin, hydroperoxidase, and glyoxalase. However, in contrast to A. 
baumannii, only a couple of these proteins were overexpressed in C. albicans, the key 
antioxidant Trx1, and the protein orf19.3499. 
Besides, in A. baumannii, we observed increased expression of some proteins associated 
with virulence and protection such as: toluene tolerance protein, three peptidyl-prolyl 
cis/trans isomerases (peptidylprolyl isomerases AIS04877.1 and AIS06296.1 and 
cyclophilin), dihydrodipicolinate synthase, translocation protein TolB, OXA-24 class D 
beta-lactamase, copper resistance protein NlpE, alkyl hydroperoxide reductase, and 
beta-lactamase. On the other hand, in C. albicans some proteins of this kind were 
increased, such as: the secreted aspartic proteases (Sap4 and Sap5), Rbt4, and the 
surface protein Slk19. 
Also, in A. baumannii, we observed increased expression of some proteins act through 
different mechanisms to maintain the integrity of the cell wall such as: 
the lipid A phosphoethanolamine transferase involved in adding phosphoethanolamine 
to lipid A, and the glycine zipper protein involved in producing neighboring helix 
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interactions for right-handed packing and stabilization of transmembrane helices within 
a membrane (Table S1A and Table S1B). 
Validation of proteomic results by Western blotting and mutant strains.  We 
verified the LC−MS/MS data of a protein secreted by A. baumannii by a Western blot 
analysis, using appropriate antibodies (see Figure 4A). For Omp33-36 (33–36-kDa 
Outer Membrane Protein), a virulence factor of A. baumannii was enhanced in the 
interaction condition, consistent with the LC−MS/MS data. We also checked the 
LC−MS/MS data of three proteins involved in pathogenesis and secreted by C. 
albicans, which were proteins strongly (Hyr1, FC: 345.59), moderately (Sap5, FC: 
33.26), and slightly (Rbt4, FC: 7.11) overexpressed in the interaction condition, by C. 
albicans mutant strains (see Figure 4B). CFUs of SC5314, wild-type (WT) and the 3 
mutants hyr1 (hyphally regulated 1), rbt4 (repressed by TUP1 protein 4) and sap5 
(secreted aspartyl proteinase 5) of C. albicans were enumerated when these organisms 
were grown in pure culture and in competition with A. baumannii, then were used to 
calculate a ratio of growth for cells in co-culture versus pure culture. To confirm 
proteomics data, the survival ability of the WT and the mutants was examined. When 
compared with the WT, the mutants have a lower ratio of growth and are more sensitive 
to A. baumannii. This data supports the proteomic data presented here. 
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Figure 4. Confirmation of label-free relative quantitation. (A) Western blot 
validation was performed on the secretomes of pure cultures and co-cultures of C. 
albicans and A. baumannii taken from a 22-h growth. All secretomes were probed with 
a rabbit polyclonal antibody against Omp33-36. aRelative fold change of Omp33-36 
calculated by averaging the signal intensity from three biological replicates from 
interaction and dividing it by the average signal intensity from three biological 
replicates from control. WB. Western Blot; and MQ, MaxQuant. (B). Functional 
validations by the sensitivity of C. albicans mutants to A. baumannii, in which relative 
growth ratios in SAB of WT, SC5314, hyr1, rbt4 and sap5 after 22 h were obtained. 
Means of the growth ratios (co-culture vs. pure culture —CC/CP) are shown with 
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standard deviation (SD) for three independent experiments. Significance values were 
calculated by Mann Whitney test, where *p < 0.05, when compared to control (WT). 
 
Effect of culture supernatants, obtained from different times of cell growth, on 
growth of A. baumannii and C. albicans. To determine the antifungal activity of the A. 
baumannii supernatant throughout bacterial growth, we cultured C. albicans in 
supernatant taken from different times of bacterial growth. The growth of C. albicans 
was reduced when the fungus was cultured in supernatant taken from at least 14 h of A. 
baumannii growth. This effect increased as supernatant was taken from bacteria grown 
for 24 h (Fig. S3A). To investigate the antibacterial activity of the C. albicans 
supernatant throughout fungal growth, we cultured A. baumannii in supernatant taken 
from different times of fungal growth. As shown in Fig. S3B, the growth of A. 
baumannii was reduced when this bacterium was cultured in supernatant taken from at 
least 14 h of C. albicans growth. The growth of A. baumannii was minimal (0%) as 
supernatant was taken from fungus grown for ≥ 24 h. 
Effect of different fractions of culture supernatants on cell survival. A secundary 
objective of our work was to study the possibility that part of the decrease in microbial 
growth wasn´t caused by proteins. To address this question, three experiments were 
performed. First, fungal (or bacterial) cells were incubated with the supernatants of A. 
baumannii (or C. albicans) and heated to 80°C for 30 min. In a second assay, fungal (or 
bacterial) cells were incubated with the supernatants of A. baumannii (or C. albicans), 
preincubated with proteinase K (PK) and, in the last experiment, fungal (or bacterial) 
cells were incubated with the supernatants of A. baumannii (or C. albicans) fractionated 
through filters of different molecular sizes (< 10 kDa, < 30 kDa, < 50 kDa and < 100 
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kDa). Fig. S4A shows that the growth of C. albicans was reduced significantly when the 
fungus was cultured in A. baumannii culture supernatants (A.b. SN) for 6 h. Significant 
increase in the C. albicans growth was observed when the A. baumannii cell-free 
culture supernatant was heat inactivated at 80°C for 30 min. Treatment of the 
supernatant with 50 µg/ml of PK at 56°C for 3 h significantly decreased the effect of 
supernatant on fungal growth. This figure also shows that fungal growth was increased 
significantly when C. albicans was incubated with A. baumannii culture supernatants 
fractionated through filters of 10 kDa. However, this phenomenon was not observed 
when the 30 kDa, 50 kDa, and 100 kDa fractions were used, despite the obvious 
increase in the mean fungal growth when the 30 kDa fraction was used. The antifungal 
capacity of A. baumannii was reduced when the supernatants of A. baumannii were 
heated to 80°C, preincubated with PK or fractionated through filters of 10 kDa, 
suggesting that the antifungal compound(s) is a protein. However, the presence of other 
antifungal compound(s) is also a possibility because fungal growth was not recovered 
totally when the supernatants of A. baumannii were treated. Attempts to approximately 
estimate protein size, using molecular weight cutoff filters, revealed that it is bigger 
than 10 kDa but smaller than 50 kDa in size.  
Fig. S4B shows that the incubation of A. baumannii with C. albicans culture 
supernatants (C.a. SN) for 6 h results in the maximum bacterial death. On the basis of 
data from studies conducted by Peleg et al. (3) and Purschke et al. (32) it was surprising 
that this effect persisted after heat treatment of the supernatant at 80°C for 30 min, or 
after treatment with 50 µg/ml PK at 56°C for 3 h or after treatment with filter of 10 kDa 
molecular size, suggesting that the most important antibacterial compound(s) appears 
not to be a protein. Attempts to approximately estimate compound(s) size using 
molecular weight cutoff filters reveal that it is smaller than 10 kDa in size (Fig. S4B). 
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After these experiments, in order to answer what decreased the growth of A. baumannii 
in coculture, the following experiments were performed. 
Relationship between pH of the environment and the metabolism of the 
microorganisms. Metabolism of the microorganisms could modify the pH of the 
environment and, as a result, could contribute to the observed antagonistic interaction 
between A. baumannii and C. albicans, changing the ability of C.albicans to form 
filaments. To test changes in pH throughout fungal and/or bacterial growth, we 
determined the pH of aliquots of the co-culture and pure cultures of A. baumannii and 
C. albicans by pH electrode measurements. The pH of the A. baumannii pure culture in 
SAB reached its lowest point at 46 h (pH = 3.89); after this, the pH of the medium 
increased and reached 4.05 by 142 h. The pH of the C. albicans pure culture in SAB 
decreased, dropping to around 3.8 at 28 h, remaining around 3.8 up to the end of the 
experiment. However, the pH of the co-culture in SAB acidified the medium more than 
the pure cultures, dropping to around 3.6 at 40 h. After this, the pH of the medium 
increased and reached 4.33 by 142h (Fig. S5). 
Effect of pH on antimicrobial activity of the cell-free supernatants. To determine if 
the antimicrobial activity of the cell-free supernatants of both microorganisms depends 
on pH under the conditions of our coinfection assay, SAB and supernatants of 
A.baumannii (and C. albicans) were individually adjusted to various pH values. After 
this, A.baumannii (and C. albicans) was inoculated into these SAB and supernatants of 
C. albicans (and A.baumannii). Then, the number of CFU in SAB and in supernatants 
was determined. The results as shown in Fig. S6A demonstrate that the antifungal 
activity of the culture filtrate of A. baumannii against C. albicans was maximum at pH 
7.0, but remained almost unchanged when the culture was exposed to acidic or alkaline 
conditions. Additionally, alkaline conditions result in the maximum fungal death. As 
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shown in Fig. S6B, the growth of A. baumannii was 0% when this bacterium was 
cultured to pH ≤ 3.5 in supernatants taken from 22 h of C. albicans growth. 
Interestingly, pH changed the antibacterial activity dramatically. In fact, the 
antibacterial activity of the culture filtrate of C. albicans against A. baumannii was 
maximum at pH 3.5 and at pH 11.0 and it was minimum at pH 7.0. As shown in Fig. S6, 
C. albicans reached a maximum density of CFU/mL at pH 4.5 and A. baumannii at pH 
9.5. 
Influence of nutritional competition on cell survival. We compared the growth of A. 
baumannii growth in SAB at pH 7.0 with that in supernatants taken from 22 h of C. 
albicans growth and with that in these supernatants neutralized by adding NaOH. Then, 
we concluded that nutritional competition between both microorganisms doesn’t 
contribute to the reduction of A. baumannii growth because no significant differences 
were observed between the A. baumannii growth in SAB and the A. baumannii growth 
in C. albicans supernatants adjusted to pH 7.0 (Fig. S7). 
Effect of farnesol on the growth of A. baumannii. A. baumannii death was partly 
explained by the lowering of the pH from 6.2 to 3.6. To determine if farnesol under 
acidic conditions causes a significant death of A. baumannii, of similar magnitude to 
that seen with C. albicans supernatants and if it causes no reduction of A. baumannii 
growth at pH 7, the proliferation of A. baumannii cells exposed to SAB adjusted to 
various pH values (7.0 and 4.0) and to farnesol (40 µM) was assessed by viable plate 
counts and compared with cells exposed to the supernatants of C. albicans adjusted to 
various pH values. As shown in Fig. 5A, at initial pH 7.0, the incubation of A. 
baumannii with C. albicans culture supernatants for 6 h results in not significant 
bacterial death. In the same way, the incubation of A. baumannii with farnesol (40 µM) 
for 6 h results in not significant bacterial death, despite a decrease in the mean bacterial 
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growth. However, at initial pH 4.0 when A. baumannii was incubated with C. albicans 
culture supernatants for 6 h, their survival dropped dramatically. Similarly, the 
incubation of A. baumannii with farnesol (40 µM) for 6 h caused a dramatic reduction 
of A. baumannii growth. The results as shown in Fig. 5A demonstrate that the 
combination of the pH and farnesol cause a rapid and remarkable kill of A. baumannii. 
These results corroborated those from the figure S6B. To gain additional information 
concerning the mechanism of death of A. baumannii by farnesol, we examined the 
results for the killing assays based on PI staining (Fig. 5B), where the percentage killing 
increased proportionally to the farnesol concentration and it was significant at all the 
concentrations tested bigger than 40 µM (p <0.05) with a 5% increase at 400 µM and 
with a 58% increase at 4,000 µM. (The pH at the end of the experiments was between 
7.4 and 7.7.) 
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Figure 5. Farnesol reduces the growth of A. baumannii. (A) Farnesol (40 µM, pH 4) 
significantly (*) reduced A. baumannii growth compared with a dimethyl sulfoxide 
(DMSO) control (DMSO, pH 4), but farnesol (40 µM, pH 7) did not reduce 
significantly A. baumannii growth compared with a DMSO control (DMSO, pH 7). 
Acid pH (SAB, pH 4) significantly (ð) reduced A. baumannii growth compared with 
neutral pH control (SAB, pH 7). A. baumannii growth was significantly (¥) reduced 
when grown in filter-sterilized C. albicans supernatant at initial pH 4 (C.a. SN, pH 4) 
taken from a 22-h growth compared with that in SAB at initial pH 4, but wasn’t reduced 
at initial pH 7 (C.a. SN, pH 7) compared with that in SAB at initial pH 7. Farnesol (40 
µM, pH 4) significantly (#) reduced A. baumannii growth compared with a pH 7 control 
(farnesol 40 µM, pH 7) and C. albicans supernatant at initial pH 4 (C.a. SN, pH 4) 
significantly (§) reducted A. baumannii growth compared with a pH 7 control (C.a. SN, 
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pH 7). Column bars represent the means and error bars represent the SDs of between 6 
and 10 biological replicates. 
*, ¥, #, § and ð indicate the p-value of < 0.05 by Mann Whitney test, when compared to 
control [(DMSO, pH 4), (SAB, pH 4), (farnesol 40 µM, pH 7), (C.a. SN, pH 7) and 
(SAB, pH 7) respectively]. 
(B) Percentages of killed A. baumannii cells in a total of 3 x 107 CFU following 7 h 
exposure to farnesol (0–4000 µM) were tested with PI staining. Means of percent killing 
are shown with SD for four independent experiments. Significance values were 
calculated by Mann Whitney test, where *p < 0.05, when compared to control (0 µM). 
 
DISCUSSION 
To better understand the pathogenesis and virulence of C. albicans and A. baumannii, 
we constructed a competitive co-culture consisting of both microorganisms, and the 
protein expression of the secretome was compared by proteome analysis to that of pure-
cultured cells. Interestingly, strong differences in the identity and amount of proteins 
secreted were observed. A total of 139 proteins of A. baumannii and 81 of C. albicans 
were identified. Thirty eight proteins of A. baumannii and 10 of C. albicans were 
exclusively found in co-culture, however, 2 proteins of A. baumannii and 7 of C. 
albicans were exclusively found in pure culture. It is noteworthy that we have seen that 
close to one-fifth of all secreted proteins identified in this work are predicted as 
cytosolic. This might suggest cell lysis in our cultures. However, a reduced amount of 
proteins detected in co-culture vs pure cultures also has been observed in the interaction 
between C. albicans and P. aeruginosa at earlier time points, supporting the idea that 
the results are not due to lysis of cells (32). Moreover, live cell numbers, determined by 
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DAPI and PI staining, did not differ significantly before and after interaction and were < 
0.8%, indicating that the cell integrity is not affected within the timeframe observed 
(Fig. 2A2 and Fig. 2B2). On the other hand, there is evidence against cell lysis as a 
primary mechanism for excretion of cytosolic proteins (33). These cytosolic proteins 
should use alternative routes of exportation. For example, it is known that A. baumannii 
AB41 produce outer-inner membrane vesicles that entrap cytoplasmic proteins and that 
offer an explanation for the presence of cytosolic proteins (34). 
A. baumannii fight against toxic effects of the highly lipophilic farnesol. The 
increase of the pH of the co-culture after 40 hours (see Figure S5) suggests an increase 
of membrane permeability, leading to dissipation of the proton motive force and the 
observed farnesol-mediated uptake of PI by the A. baumannii cells (see Figure 5B) 
demonstrate that farnesol disrupts the A. baumannii membrane, increasing permeability 
to exogenous compounds such as PI. In the fight of cells against toxic effects of 
lipophilic compounds, five mechanisms have been reported: modification of the 
lipopolysaccharide (LPS) of the outer membrane, increase in the degree of cross-linking 
between constituents of the cell wall and modifications of the cell wall hydrophobicity, 
active excretion by energy-consuming transport systems, increased structuring of the 
bilayer by changing the fatty acid conformation from cis to trans or by saturation of the 
fatty acid acyl chains, and increase in S-layer hydrophilicity (35). The first, the second 
and the third adaptation mechanisms that protect cells against lipophilic compounds 
were more active in the interaction condition than in the control condition, though the 
two last mechanisms were not investigated. Interestingly, we observed that lipid A 
phosphoethanolamine transferase (AIS07607.1) was clearly overexpressed (FC: 11.64). 
In the case of A. baumannii ATCC 17978, the pmrAB operon is involved in adding 
phosphoethanolamine to lipid A (36). This alteration in the lipid A of LPS changes the 
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overall charge of the bacterial surface, consolidating the integrity of the outer membrane 
(37). Furthermore, we also observed that the glycine zipper protein (AIS07016.1) was 
strongly overexpressed in the interaction condition (FC: 316.96). The glycine zipper has 
a significant structural impact, producing neighboring helix interactions for right-
handed packing and stabilization of transmembrane helices within a membrane (38, 39). 
In addition, we also found NlpE protein and a resistance-nodulation-division (RND) 
transporter (AIS04803.1) overexpressed (FC: 14.12 and 4.02, respectively). As the 
expression of drug efflux genes in E. coli is induced by NlpE to maintain the integrity of 
the cell wall and RND transporters catalyze the active efflux of a wide variety of 
antibacterial substrates, A. baumannii could try to remove farnesol from within the 
membrane interior by using RND pumps (40, 41). This data suggests that A. baumannii 
uses these mechanisms to fight against the toxic effects of farnesol produced by many 
organisms in nature. 
Adhesion of microorganisms to biotic surfaces. For pathogenic microorganisms, 
adhesion to cells is a critical step in pathogenesis and the interaction microorganism-cell 
may induce the secretion of adhesins that mediate binding of these microorganisms to 
the cells. In A. baumannii, 6 overexpressed proteins in this work were reported 
previously as involved in adhesion to biotic surfaces. For example, OmpA [FC: 6.02] 
and Omp33-36 [FC: 4.56] of A. baumannii bind to fibronectin, playing an important 
role in its adhesion to human lung epithelial cells (42). Furthermore, the OmpA plays an 
important role in the attachment of A. baumannii 19606 to C. albicans fungal filaments 
and in the killing of fungal filaments by apoptosis (23) and the Omp33-36 is a virulence 
factor in a systemic model of mouse infection that induces apoptosis in human cells and 
modulates autophagy (43). Also, we found a peptidoglycan-binding protein LysM 
(AIS05521.1), which was strongly overexpressed in the interaction condition (FC: 
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43.92). The LysM domain occurs in the protein intimin required for the intimate 
attachment of E. coli to mammalian cells (44). Another example is a leucine-rich repeat 
protein called internalin (FC: 41.66), which plays an important role in the adherence and 
invasion of many pathogenic bacteria to host cells, including Bacillus cereus (45). We 
observed that protein FilF (FC: 6.22) was overexpressed. This adhesion pili was 
described as filamentous type III pili in Burkholderia cepacia (46). We also observed 
that EF-Tu (FC: 8.79) was overexpressed. Dallo et al. hypothesize that EF-Tu in A. 
baumannii contributes to mediating adhesion of this bacterium and its outer membrane 
vesicles (OMVs) to macrophages (47). On the other hand, the fungus strongly 
overexpressed Als3 (FC: 153.42) in the interaction. The multifunctional virulence factor 
for C. albicans Als3 has been shown to be important for biofilm formation, cellular 
invasion, iron acquisition, and adhesion between C. albicans and host, necessary for the 
hyphal tip to penetrate host cell membranes (48, 49). We also observed that the heat 
shock protein 70, Ssa2 (FC: 16.11), was overexpressed in the interaction. It is known 
that Ssa2 is involved in adherence and induces endocytosis and it is suggested that Als3 
and Ssa2 function cooperatively as invasins (50). 
Also, it was reported that the cell wall remodeling enzymes Phr1 and Phr2 are required 
for cell-wall cross-linking and integrity and are involved in adhesion. Depending on the 
pH, either Phr1 or Phr2 are usually sufficient for an appropriate cell wall, but both genes 
can be induced as part of a response to cell-wall stress. Also, in vitro expression of phr1 
is observed only at pH > 5.5 and increases at more basic pHs, phr2 show the inverse 
pattern. For this reason it isn't surprising that Phr1 (FC: 9.74) was overexpressed in the 
interaction, but surprisingly, Phr2 wasn´t overexpressed. This may be because a 
different expression pattern in vivo and / or that at one low time point (t ~10 h) there is a 
high stress on the cell-wall of C. albicans (see figure 2B2) and a relatively high pH (see 
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Figure S5), which could favor phr1 expression and at one high time point (t ~18 h), 
where the pH is relatively low and stress on the cell-wall of C. albicans in the 
interaction is similar to that of the control (see Figure 2B2 and Figure S5), would 
probably favor the expression of phr2. In addition, taking into account that Phr1 was 
identified with two unique peptides (FC: 9.74) using Progenesis software and that Phr2 
was identified with seven unique peptides (FC: 0.48) using Progenesis and MaxQuant 
softwares, Probably at 22 hours Phr1 was significantly degraded and Phr2 is responsible 
for the integrity of the cell-wall of the yeast (51, 52). Furthermore, the hypha-associated 
protein Hyr1, which was strongly overexpressed in the interaction (FC: 345.59), is an 
important virulence factor for C. albicans, which confers resistance to phagocyte-
mediated killing, possibly preventing surface contact to the phagocyte (53). 
Response to oxidative and nitrosative stress. Another feature of interaction between 
C. albicans and A. baumannii is the presence of many oxidative-stress resistance 
overexpressed proteins of A. baumannii. The proteins thioredoxin AIS05366.1 (FC: 
5.70), alkyl hydroperoxide reductase AIS05891.1 (FC: 6.31), superoxide dismutase 
AIS07203.1 (FC: 7.47), flavohemoprotein AIS07926.1 (FC: 14.67), superoxide 
dismutase AIS07987.1 (FC: 5.62), glutaredoxin AIS05295.1 (FC: 10.61), 
hydroperoxidase AIS06129.1 (FC: 11.27), and glyoxalase AIS07740.1 (FC: 6.58) also 
are known to provide antioxidant defense for bacterial cells (54–56). On the order hand, 
farnesol protects C. albicans against oxidative stress and induces oxidative stress in 
multiple microbes (57). Probably for this reason, in contrast to A. baumannii, only a 
couple of these proteins were overexpressed in this fungus (the key antioxidant Trx1 
(FC: 46.51) and the protein orf19.3499 (FC: 19.48)) (58, 59), indicating the attempt of 
the bacterium to repair and neutralize the oxidative damage caused by the fungus. 
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Others proteins associated with virulence and protection. In the present study, we 
observed increased expression of the toluene tolerance protein AIS07941.1 (FC: 9.66). 
Wang et al. suggested that the toluene tolerance protein is required for the production of 
OMVs in A. baumannii (60). Noticeably, we identified three peptidyl-prolyl cis/trans 
isomerases (PPIases) which were overexpressed in the interaction: peptidylprolyl 
isomerase AIS04877.1 (FC: 32.50), peptidylprolyl isomerase AIS06296.1 (FC: 5.85), 
and cyclophilin AIS06968.1 (FC: 7.10). PPIases have been identified as virulence-
associated proteins and their contribution to virulence is very variable (61). We 
identified a dihydrodipicolinate synthase AIS08284.1 (FC: 9.34), which was 
overexpressed. Dorsey et al. have reported that, in A. baumannii 19606, inactivation of 
the dihydrodipicolinate synthase gene impairs lysine biosynthesis and this biosynthesis 
is crucial for cell-wall formation (62). We also identified a translocation protein TolB 
AIS07449.1 (FC: 6.62), which is involved in maintaining the integrity of the cell 
envelope (63). On the other hand, two of the three secreted aspartic proteases, Saps 4–6 
(Sap4 [FC: 34.50] and Sap5 [FC: 33.26]) of C. albicans, were strongly overexpressed. It 
is known that Saps 4–6 are particularly important for tissue invasion, hydrolyze barrier 
proteins and it is suggested that partially permeabilize lysosomal membrane (64). 
Interestingly, the hypothesized relationship between Rbt4 and the ability of C. albicans 
to damage competing microbes (65) is supported by evidence from our study of 
interaction. Rbt4 was overexpressed in the interaction condition (FC: 7.11; see Table 
S1B) and the survival ability of the mutant rbt4 of C. albicans was diminished in 
competition with A. baumannii (Fig. 4B). Furthermore, the surface protein Slk19 (FC: 
29.38) was overexpressed in the interaction. It is suggested that Slk19 is involved in 
cell-wall biogenesis, virulence and pH response pathway (66). 
154 
 
ARTÍCULOS 
 
The proteins Hyr1, Sap5, and Rbt4 were strongly, moderately, and slightly 
overexpressed in coculture. Moreover, when hyr1, rbt4 and sap5 were cultivated in 
competition with A. baumannii, these mutants had a lower ratio of growth and were 
more sensitive to A. baumannii than C. albicans SC5314. This data suggests that the 
proteins Hyr1, Rbt4, and Sap5 are very important for the growth of C. albicans in the 
presence of A. baumannii (Fig. 4B). 
Effect of non-protein components secreted by C. albicans and A. baumannii on the 
survival of these microorganisms. To analyze the effect of non-protein components 
secreted by both microorganisms on the survival of these microorganisms, fungal (or 
bacterial) cells were incubated with the supernatants of A. baumannii (or C. albicans) 
preheated to 80°C or preincubated with proteinase K or fractionated through filters of 
different molecular sizes. The treatments of supernatants of A. baumannii with PK or 
heat, or fractionating them, showed that the decrease in fungal growth wasn´t 
significantly caused by non-protein compounds secreted by A. baumannii (Fig. S4A). 
However, these treatments in supernatants of C. albicans showed that the decrease in 
bacterial growth was mostly due to non-protein compounds secreted by C. albicans 
(Fig. S4B). In order to answer what decreased the growth of A. baumannii in coculture, 
the damage effect of nutrient starvation, pH, acetaldehyde (data not shown) and farnesol 
on the growth of A. baumannii was assess. 
A very interesting result of our work, shown in Fig. S6B, was that the antibacterial 
activity of the culture filtrate of C. albicans against A. baumannii was minimum at pH 
7.0 (A. baumannii growth was not significantly affected), but A. baumannii growth was 
significantly affected by the antibacterial activity of the supernatant of C. albicans at 
pH-values above (alkaline stress) and below (acid stress) neutral. Then, we tested the 
interaction between farnesol against A. baumannii AbH12O-A2 at various levels of pH. 
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Interestingly, at initial pH 7.0, the incubation of A. baumannii with 40 µM farnesol 
(medium farnesol production level from C. albicans) (67) for 6 h results in not 
significant bacterial death. However, surprisingly at initial pH 4.0, when A. baumannii 
was incubated with 40 µM farnesol for 6 h their survival dropped dramatically (Fig. 
5A). This finding was surprising because under different experimental conditions to 
ours, Peleg et al. (3) showed that a concentration of farnesol 425 times higher than ours 
was necessary to obtain a population reduction of approximate 25% in the colonies of A. 
baumannii ATCC 19606 with respect to control. Furthermore, it has been described that 
farnesol inhibites the growth of S. mutans by disrupting the bacterial membrane (10). 
Taken altogether, we hypothesize that farnesol disrupt the bacterial membrane of A. 
baumannii and that the combination of stress (for example, acid or alkaline stress) and 
farnesol cause a rapid and remarkable kill of A. baumannii. Then we tested the effect of 
farnesol on A. baumannii and found that farnesol disrupt the bacterial membrane, 
increasing permeability toward exogenous compounds such as PI (Fig. 5B). Therefore, 
it is probable that farnesol can enhance the permeability of bacterial cells to certain 
compounds such as salts and antimicrobials, and that A. baumannii can be sensitized to 
a variety of antibiotics. 
Study limitations. There are some limitations of our proteomic study that merit 
discussion. First, this study investigated the interaction between C. albicans and A. 
baumannii using only a culture medium and one time-point along interaction. Given the 
number of notable changes that were observed during the interaction, it seems quite 
likely that other proteins play a fundamental role in other time-points and should be 
investigated. A second limitation is that we can’t estimate the total amount of proteins 
secreted by C. albicans (and by A. baumannii) in co-culture because the common 
strategies for quantifying total proteins do not distinguish between proteins secreted by 
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bacteria and fungi. And furthermore, the total amount of proteins secreted by cells 
depends on at least four factors: (1) kind of cell; (2) kind of stress; (3) biomass; (4) 
grade of stress (68–70). With this technical limitation in mind, we have successfully 
classified the overexpressed proteins using a controlled mixture of the two secretomes 
from pure cultures 1:1 (wt/wt) and using 4 as a fold-change threshold. However, the 
classification of underexpressed proteins was not totally successful using 0.25 as a fold-
change threshold (see supplemental information Text S1). 
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3.4 ARTÍCULO IV: Mecanismos moleculares involucrados en la respuesta al 
estrés por desecación y en la persistencia de Acinetobacter baumannii 
 
 
 La tolerancia a la desecación o anhidrobiosis es la capacidad de un organismo 
para sobrevivir, en condiciones de casi completa desecación, sin sufrir daños. 
 
 En las últimas décadas, Acinetobacter baumannii ha emergido como la principal 
causa de infecciones nosocomiales. Lo cual puede ser parcialmente explicado por la 
tolerancia a la desecación y la multirresistencia de este patógeno que contribuyen a la 
capacidad que tiene esta bacteria Gram-negativa de replicarse en el ambiente 
hospitalario. Sin embargo, las proteínas determinantes de la persistencia, de las bacterias 
nosocomiales, son poco conocidas. 
 
 En este cuarto trabajo, con el objeto de determinar la tolerancia de A. baumannii 
AbH12O-A2 al estrés por desecación y por falta de nutrientes, estas células bacterianas 
se cultivaron en caldo Mueller Hinton (MH) hasta su fase exponencial, se lavaron, se 
depositaron sobre placas y se mantuvieron a una humedad relativa del 30% y 21 ºC, 
durante varios días y en diferentes tiempos, se contó el número de unidades formadoras 
de colonias (UFC) que sobrevivieron: se observó un ligero descenso en el número de 
UFC supervivientes durante los 3 primeros días y un brusco descenso entre el tercer y 
séptimo día, posteriormente el número de UFC supervivientes se estabilizó en el 0.5% 
del inóculo original hasta el final del experimento a los treinta días (Figura 5). Se 
comprobó que la cepa ATCC 17978 de A. Baumannii tiene una curva de crecimiento 
similar en condiciones de desecación. Para las muestras en desecación y el control 
(inóculo original) se determinaron las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de 
los agentes antimicrobianos dodecil sulfato sódico (SDS), etanol y tigeciclina, 
encontrándose que para cada compuesto las CMI del control y de las muestras eran 
idénticas. 
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Figura 5. Cinética de muerte de A. baumannii AbH12O-A2 inducida por 
deshidratación e inanición. Células bacterianas de A. baumannii AbH12O-A2 se 
depositaron sobre placas y se mantuvieron a una humedad relativa del 30% y 21 ºC 
durante 30 días. Se muestra la proporción de células supervivientes, medida como un 
porcentaje del número de unidades formadoras de colonias original. 
 
 Para realizar el estudio proteómico cuantitativo de la cepa clínica de A. 
baumannii AbH12O-A2 sometida a estrés por desecación, se cultivó esta cepa en caldo 
MH hasta una densidad óptica medida a 600 nm (DO600) de 0.8. Estas células se 
recogieron, se resuspendieron en suero salino, se dispensaron en placas y se 
mantuvieron a una humedad relativa del 30% y 21 ºC durante 30 días. Para caracterizar 
la respuesta de A. baumannii al estrés por desecación, las células bacterianas sometidas 
a desecación durante 30 días y las cultivadas en caldo MH (DO600 = 0.8) fueron 
recogidas y sometidas a un proceso de extracción/purificación de proteínas. Se 
emplearon dos técnicas proteómicas (sin y con marcaje iTRAQ) para comparar el 
proteoma de A. baumannii sometido al estrés por desecación con el del control (DO600 = 
0.8). 
 
 Para el análisis sin marcaje las proteínas fueron fraccionadas por tamaños 
mediante 1D SDS-PAGE, digeridas con tripsina y los péptidos resultantes se extrajeron 
del gel. Posteriormente, los péptidos obtenidos fueron fraccionados mediante nano-LC 
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de fase reversa (segunda dimensión), y finalmente fueron analizados en un MALDI-
TOF/TOF. Para el procesamiento y análisis de datos de LC-MALDI-TOF/TOF se usó el 
programa Protein Pilot 4.0 como buscador. Para la cuantificación relativa, el número de 
péptidos únicos identificados con una confianza >95% para una proteína dada en las 
diferentes replicas experimentales se usó para calcular su proporción media de 
control/desecación; este estadístico se consideró representativo de la abundancia relativa 
de la proteína estudiada. Las proteínas que presentaban una diferencia de proporciones 
significativas (p<0.05; con el test de Mann–Whitney) se consideraron diferencialmente 
expresadas. 
 
 Para el análisis con marcaje iTRAQ, las proteínas de cada condición 
experimental fueron digeridas con tripsina y los péptidos resultantes se sometieron a 
marcaje iTRAQ. Tras el marcaje, los péptidos procedentes de las dos condiciones 
experimentales se mezclaron, y la mezcla resultante se sometió a un fraccionamiento 
mediante HPLC de fase reversa básica (primera dimensión), seguido de un 
fraccionamiento mediante nano-LC de fase reversa ácida (segunda dimensión) y 
finalmente fueron analizados en un MALDI-TOF/TOF. Para el procesamiento y análisis 
de datos de LC-MALDI-TOF/TOF se usó el programa Protein Pilot 4.0. Las proteínas 
con proporciones de expresión desecación/control por debajo de 0.8 o por encima de 1.2 
(p<0.05) fueron consideradas como infraexpresadas o sobreexpresadas respectivamente. 
 
 En el estudio proteómico del que se ocupa este trabajo se identificaron 726 
proteínas (6852 péptidos únicos) de A. baumannii mediante la cuantificación sin 
marcaje y 765 (5693 péptidos únicos) mediante marcaje iTRAQ. De las cuales 584 
(2299 péptidos únicos) fueron identificadas por ambas técnicas. Además, 165 proteínas 
de A. baumannii se consideraron diferencialmente expresadas mediante la 
cuantificación sin marcaje y 88 mediante marcaje iTRAQ. 
 
 El análisis de componentes principales fue aplicado a los resultados obtenidos de 
la cuantificación sin marcaje, considerando los 3 controles y las 3 muestras como las 
variables y el número total de péptidos detectados de cada proteína como las 
observaciones. La puntuación del test Kaiser−Meyer−Olkin (0.831) y la prueba de 
esfericidad de Bartlett (p<0.001) indicaron que nuestros datos fueron apropiados para el 
análisis de componentes principales. Los primeros dos componentes tienen todos 
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varianzas mayores que 1, y entre los dos recogen el 92.7% de la varianza de las 
variables originales; el resultado es una clara separación entre el control y las muestras. 
Al primer componente se le podría etiquetar como una media ponderada de los seis 
valores experimentales y distingue las proteínas mediante su expresión media total de 
los seis experimentos. El segundo componente distingue las proteínas según la 
diferencia entre el número de péptidos en el control y el de las muestras en desecación. 
Un valor positivo del segundo componente indica que la proteína está sobreexpresada 
en el control respecto a la muestra. Al contrario, un valor negativo del segundo 
componente indica que la proteína tiene una mayor concentración en la condición de 
desecación. De este modo, este análisis de componentes principales permitió la 
identificación de las proteínas diferencialmente expresadas en ambas condiciones. 
 
 Los resultados obtenidos mediante las 2 técnicas proteómicas empleadas en este 
trabajo fueron combinados y analizados con la ayuda del programa Blast2GO. En la 
sección "Proceso Biológico" las proteínas sobreexpresadas en el control incluyeron 
translación, transformación catabólica de molécula pequeña y transformación 
biosintética de aminoácidos celulares entre otros, lo cual sugiere un metabolismo activo. 
En las muestras estresadas por desecación, las proteínas sobreexpresadas se asociaron 
con procesos tales como transporte, oxidación-reducción y respuesta a estímulos de 
estrés oxidativo/químicos. En la sección "Función Molecular" del control, las proteínas 
sobreexpresadas se incluyeron en las categorías unión al ARN y al ATP, entre otros, y 
en las muestras estresadas por desecación, las funciones detectadas incluyeron unión al 
ADN, actividad transportadora y actividad peroxidasa. Considerando la sección 
"Componente Celular", las proteínas sobreexpresadas en el control aparecen en la parte 
orgánulo intracelular, ribosoma y complejo proteico. Mientras que en las muestras 
estresadas por desecación, las proteínas sobreexpresadas se incluyeron en el citoplasma, 
la membrana y el espacio periplásmico unido a la membrana externa. 
 
 Puesto que se encontraron claras diferencias entre ambas condiciones en lo 
referente a la localización celular, se utilizaron diferentes herramientas bioinformáticas 
para identificar señales hipotéticas de exportación en las proteínas sobreexpresadas en 
las muestras desecadas, incluyendo la catalasa HPII como control positivo por ser una 
proteína secretada conocida y al factor de reciclaje del ribosoma como un control 
negativo. En la mayoría de las proteínas sobreexpresadas fue identificada una señal 
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hipotética de exportación, lo cual sugiere la presencia de estas proteínas en la 
membrana, en el periplasma o en el medio extracelular. 
 
 Las modificaciones que A. baumannii experimenta como resultado del estrés por 
desecación incluyen cambios en la composición de la membrana, los cuales afectan a un 
gran número de proteínas tales como proteínas de membrana externa, del sistema tol-
pal, bombas de eflujo, miembros del sistema de secreción Sec y proteínas que forman 
parte del sistema de secreción tipo VI como OmpA/MotB. También se encontró un 
considerable número de proteínas consideradas como secretadas, mediante 
bioinformática y búsqueda bibliográfica, y la mayoría de ellas eran proteínas de función 
desconocida. Además, se detectó la existencia de otros procesos incluyendo el 
empaquetamiento del cromosoma mediado por HU (una proteína tipo-histona de 
Escherichia coli) y IHF (factor de integración del huésped): una reducción general de 
las tasas de transcripción y traducción, alteraciones en la división celular determinadas 
mediante la reducción de la cantidad de proteínas FtsZ, MreB, o MinD o la 
sobreproducción de especies reactivas de oxígeno, las cuales pueden considerarse como 
marcadores globales de estrés. Otros procesos incluyen un incremento en chaperonas 
como la Hfq (la cual estabiliza ciertos ARNm), la ClpB (la cual estabiliza proteínas y 
suprime la agregación de proteínas en asociación con GrpE), y la Skp (descrita como un 
estabilizador de proteínas de membrana externa). Otra característica del sistema es el 
incremento en las proteínas involucradas en el quorum quenching, dienolactona 
hidrolasa e hidrolasa dependiente de Zn (incluyendo a la glioxilasa). Además, también 
hubo un incremento en las proteínas asociadas con la resistencia antibiótica, como la 
AmpC,  la bomba de eflujo AdeIJK, el sistema tol/pal, y la SdsA, la cual es capaz de 
incrementar la resistencia a SDS y a otros detergentes. 
 
 Para comprobar la validez de los resultados proteómicos, la expresión 
diferencial de un grupo representativo de genes fue validada mediante RT-PCR. Se 
encontró que la mayoría de los genes se expresaron respecto al control, a nivel de la 
transcripción, de forma consistente con nuestros resultados proteómicos. La expresión 
de las β-lactamasas oxa51 y ampC fue mayor en las muestras estresadas por desecación 
que en las muestras control, como se encontró previamente en nuestros estudios 
proteómicos. Una situación similar ocurrió en el caso de proteínas asociadas, mediante 
simulación computacional, con una señal péptido, tales como la TolA, el antígeno de 
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superficie hipotético de 17 kDa, la proteína de la familia proteína específica de la 
conidiación 10, o la proteína que contiene el dominio LysM. La expresión de los genes 
a nivel de la transcripción y el análisis proteómico revelaron patrones similares para 
porinas tales como la Omp25, y la CarO y para las toxinas hemolisina y septicolisina. 
Sin embargo, la expresión a nivel de la transcripción del gen dcaP-like, de la bomba de 
eflujo adeJ, así como de catHPII no fue consistente con los resultados proteómicos, 
probablemente debido a regulaciones post-transcripcionales. 
 
 Puesto que la inserción de células bacterianas dentro de una matriz de 
biopelícula se considera un factor protector contra los daños ambientales, las muestras 
de desecación y los controles se tiñeron con cristal violeta. A diferencia de los controles, 
las muestras de desecación presentaron valores de absorbancia consistentes con la 
deposición de una matriz de biopelícula. Por microscopia electrónica de barrido se 
confirmó la presencia de una gruesa capa de una matriz de biopelícula rodeando a las 
células durmientes, en contraposición a los controles. 
 
 Los controles y las muestras sometidas a desecación durante 30 días fueron 
analizadas mediante microscopia electrónica de barrido, la cual reveló claros cambios 
morfológicos en las células: las células control presentaban las formas típicamente 
alargadas, y las células sometidas a desecación mostraron formas esféricas. La 
microscopia electrónica de transmisión de secciones ultrafinas mostró densos agregados 
en el interior de las células durmientes, en contraposición al aspecto más homogéneo del 
citoplasma de las células control. 
 
 Se concluye que A. baumannii es capaz de sobrevivir durante largos periodos de 
desecación mediante la presencia de células que se encuentran en un estado fisiológico 
"durmiente", vía mecanismos que afectan al control del ciclo celular, al enrollamiento 
del ADN, a la regulación transcripcional y traduccional, a la estabilización de proteínas, 
a la resistencia antibiótica y a la síntesis de toxinas. Se puede concluir también que unas 
pocas células supervivientes incrustadas en una matriz de biopelícula son capaces de 
reanudar el crecimiento y restaurar la población original en condiciones ambientales 
propicias siguiendo una estrategia de "colapso-expansión". 
 
 La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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3.5 ARTÍCULO V: Caracterización del fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de 
Acinetobacter baumannii: comparación entre una cepa de referencia y un aislado 
clínico altamente invasivo y multirresistente a antibióticos 
 
 
 A. baumannii es un importante patógeno nosocomial responsable de numerosos 
brotes epidémicos en las unidades de cuidados intensivos de todo el mundo. El 
tratamiento y la erradicación de esta bacteria es extremadamente difícil debido a que 
este patógeno ha desarrollado resistencia a una gran variedad de antibióticos, y es capaz 
de persistir en ambientes hospitalarios, pero aún existe un importante desconocimiento 
sobre los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis y virulencia de este 
patógeno humano. 
 
 Teniendo en cuenta que para obtener un entendimiento integral de estos 
mecanismos durante la patogénesis de A. baumannii es necesario identificar los 
componentes clave a nivel proteómico y considerando que varios estudios sugieren una 
correlación entre la fosforilación de los aminoácidos serina, treonina o tirosina 
(Ser/Tre/Tir) de proteínas y la patogenicidad bacteriana, en este trabajo se investigó la 
fosforilación Ser/Tre/Tir de A. baumannii con el objetivo principal de aumentar el 
conocimiento sobre dichos mecanismos de patogenicidad. 
 
 Este quinto trabajo se centra en la comparación cualitativa entre el 
fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de una cepa de referencia (ATCC 17978) y el de un clon de 
A. baumannii multirresistente a antibióticos y altamente invasivo (AbH12O-A2) en fase 
estacionaria tardía en medio mínimo M9-glucosa; es decir, en condiciones de baja 
disponibilidad de oxígeno, falta de nutrientes y estrés oxidativo que probablemente  
ocurran durante la adaptación bacteriana a condiciones medioambientales adversas. Se 
cultivaron las cepas de A. baumannii AbH12O-A2 y ATCC 17978 en medio mínimo 
M9 (6.78 g/L Na2HPO4, 3 g/L KH2PO4, 0.5g/L NaCl, 1g/L NH4Cl) suplementado con 
D(+)-glucosa (4% p/v), tiamina 33 μM, MgSO4 1 mM, y CaCl2 0.1 mM a 37 ºC con 
agitación vigorosa hasta fase la estacionaria tardía (DO600 = 0.3 - 0.4). Para caracterizar 
y comparar cualitativamente los fosfoproteomas Ser/Tre/Tir de ambas cepas de A. 
baumannii, las células bacterianas presentes en los cultivos fueron recogidas por 
centrifugación y sometidas a un proceso de extracción/purificación de proteínas en 
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presencia de inhibidores de fosfatasas y de proteasas. A continuación, las muestras 
proteicas obtenidas fueron digeridas con tripsina y posteriormente dichas muestras se 
sometieron a un prefraccionamiento de fosfopéptidos mediante cromatografía de 
intercambio catiónico seguido de un enriquecimiento de fosfopéptidos mediante 
cromatografía con dióxido de titanio. Finalmente, las fracciones enriquecidas en 
fosfopéptidos se concentraron a vacío y se inyectaron en un EasyLC nano-HPLC 
acoplado a un analizador híbrido cuadrupolo de trampa lineal acoplado con una trampa 
orbital (LTQ-Orbitrap XL) (158). Para el procesamiento y análisis de datos de LC-
MS/MS se utilizó el programa MaxQuant empleando la base de datos Andromeda que 
contiene 4303 secuencias proteicas de A. baumannii. Únicamente se consideraron los 
péptidos con una probabilidad de localización ≥ 75% para una fosforilación sobre uno 
de los aminoácidos Ser/Tre/Tir, calculada mediante el parámetro de modificación post-
traduccional). 
 
 En nuestro análisis fosfoproteómico se identificaron 1854 proteínas y se 
detectaron 210 eventos de fosforilación, de los cuales 134 se localizaron en un residuo 
aminoacídico específico. Después de la validación manual de los espectros de los 
péptidos, se mantuvieron con un alto nivel de confianza 91 eventos de fosforilación 
sobre 77 proteínas. Específicamente, en la cepa ATCC 17978 se identificó un total de 
48 lugares de fosforilación sobre 41 fosfoproteínas: 68.9% sobre serina, 24.1% sobre 
treonina y 5.2% sobre tirosina. En la cepa AbH12O-A2 se identificó un total de 80 
lugares de fosforilación sobre 70 fosfoproteínas: 71.8% sobre serina, 25.2% sobre 
treonina y 3.8% sobre tirosina. Se observaron 37 lugares de fosforilación y 34 
fosfoproteínas comunes a ambas cepas, 11 lugares de fosforilación sobre 7 
fosfoproteínas diferentes exclusivos de la cepa ATCC 17978 y 43 lugares de 
fosforilación sobre 36 fosfoproteínas exclusivos de la cepa AbH12O-A2. Por tanto, la 
cepa clínica presentó un número de lugares de fosforilación/fosfoproteínas de casi el 
doble en comparación con la cepa de referencia (Figura 6). 
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Figura 6. Diagramas de Venn comparando las fosfoproteínas y los fosfopéptidos 
identificados en las cepas de A. baumannii AbH12O-A2 y ATCC 17978. (A) 
Comparación entre los números de fosfoproteínas detectados en ambas cepas. (B) 
Comparación entre los números de lugares de fosforilación identificados en ambas 
cepas. 
 
 Se realizó un estudio bioinformático para predecir la localización celular de las 
proteínas fosforiladas, identificadas en una o en las dos cepas analizadas, mediante la 
herramienta de predicción de localización subcelular PSORTb. Este estudio mostró que 
60 de las fosfoproteínas detectadas fueron citoplasmáticas, 5 estaban presentes en la 
membrana citoplasmática y una en la membrana externa, una fue extracelular, una 
estaba presente en el periplasma y 11 se incluyeron dentro de la categoría, localización 
desconocida. 
 
 Se realizó una predicción vía simulación computacional de las funciones 
biológicas en las cuales estarían involucradas las fosfoproteínas Ser/Tre/Tir de las cepas 
ATCC 17978 y AbH12O-A2. Este análisis funcional reveló que en la cepa ATCC 
17978 el grupo funcional mayoritario fue el de las fosfoproteínas de función 
desconocida (7), los segundos grupos funcionales más abundantes fueron los de las 
fosfoproteínas involucradas en la glucólisis/gluconeogénesis (5) y en la unión al ATP 
(5) seguido del grupo de las transferasas (4). Sin embargo, en la cepa AbH12O-A2 el 
grupo funcional mayoritario fue el de otros (12), el segundo grupo funcional más 
abundante fue el de transferasas (9) seguido del grupo de biosíntesis de proteínas (8). 
 
 De los resultados de estas investigaciones se concluye que: 
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• El estudio comparativo entre el fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de las dos cepas 
indica que la fosforilación Ser/Tre/Tir de proteínas podría jugar un papel clave 
en la regulación de mecanismos de resistencia a antibióticos en A. baumannii. 
• Los resultados fosfoproteómicos obtenidos dejan entrever probables relaciones 
entre la fosforilación Ser/Tre/Tir y la regulación de la división celular, 
biosíntesis de proteínas, glicolisis/gluconeogénesis, patogénesis, virulencia, 
respuesta al estrés y resistencia a antibióticos. 
 
 La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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 4. DISCUSIÓN 
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 La proteómica es el estudio y caracterización del proteoma, que es el conjunto 
de proteínas expresadas de un genoma. El proteoma de una célula varía según el estado 
en que se encuentre dicha célula, por lo que el perfil de proteínas expresado por una 
célula varía continuamente (por ejemplo, cuando se encuentra con diferentes nutrientes, 
cuando empieza a sentir próximas otras células de la misma cepa, invasoras, simbiontes 
o de un huésped, si detecta moléculas procedentes de otras células, o antibióticos, 
cuando sienta altas o bajas temperaturas, cambios de luz, etc.) Una magnifica capacidad 
de la proteómica es que permite estudiar estas variaciones del estado celular, y, por ello, 
la proteómica se está empleando en la identificación de nuevos marcadores para el 
diagnóstico de enfermedades, identificación de nuevos fármacos, determinación de 
mecanismos moleculares involucrados en la patogenia de enfermedades, estudio de los 
mecanismos de acción de los antibióticos y un largo etc. En la presente tesis doctoral se 
profundizó en el estudio del proteoma de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2, 
con el fin de dilucidar sus estrategias de supervivencia y de relación. 
 
 Realizando un resumen general se puede decir que: 
 
 Las proteínas secretadas por bacterias Gram-negativas pueden encontrarse en el 
medio extracelular libres o asociadas a OMVs. En el primer trabajo presentado, 
mediante la separación de ambas fracciones proteicas, se caracterizó el proteoma 
extracelular de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 con el fin de aumentar el 
conocimiento sobre los factores de virulencia y los mecanismos implicados en la 
patogénesis de A. baumannii. En la fracción de las OMVs se encontraron 39 proteínas 
asociadas con virulencia, incluyendo proteínas asociadas con la unión a las células 
huésped y con sistemas de secreción especializados en el envío de factores de 
virulencia, lo cual indica que es muy probable que las OMVs actúen como vehículos de 
transporte para el envío de factores de virulencia a las células diana. Por otro lado, en la 
fracción proteica libre se encontraron 18 proteínas relacionadas con la respuesta al 
estrés oxidativo y se demostró que esta fracción libre permite a A. baumannii resistir 
concentraciones más altas de H2O2 y aumentar su supervivencia en presencia de los 
macrófagos. 
 
 La proteómica permite estudiar la patofisiología de las bacterias y su interacción 
con el huésped. En el segundo trabajo, mediante la utilización de 2 modelos que 
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simulan las condiciones encontradas en las vías aéreas del huésped (el primero, modelo 
BALF que sirvió para estudiar las interacciones huésped-patógeno en el medio 
extracelular del tracto respiratorio y el segundo, modelo macrófago, que permitió ver las 
interacciones huésped-patógeno que involucran a las células fagocíticas del sistema 
inmunitario) y mediante el marcaje iTRAQ junto con la LC-MALDI-TOF/TOF, se 
caracterizó el proteoma ex vivo de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 con el 
fin de mejorar nuestro conocimiento sobre la adaptación de A. baumannii al huésped y 
sobre la patogénesis y virulencia de esta bacteria. En estos modelos ex vivo se 
observaron alteraciones en la síntesis de la pared celular y la expresión diferencial de 
varios factores de virulencia hipotéticos. Los resultados obtenidos apuntan a que A. 
baumannii puede utilizar una amplia diversidad de mecanismos de virulencia que le 
permiten adaptarse y sobrevivir en una gran variedad de microambientes presentes en 
las vías aéreas del huésped. Así mismo, sugerimos que las proteínas OmpA y YjjK son 
fundamentales para la patogénesis y virulencia de A. baumannii en las vías aéreas del 
huésped. 
 
 Los efectos de las interacciones entre hongos y bacterias también pueden ser 
estudiados mediante proteómica. En el tercer trabajo, se optimizó el cocultivo de A. 
baumannii y Candida albicans en medio líquido y con la técnica de LC−MS/MS 
(Orbitrap), se caracterizó el proteoma extracelular resultante de la interacción de A. 
baumannii con C. albicans, valorando el efecto citotóxico del sobrenadante de cultivo 
bacteriano (fúngico) sobre las células fúngicas (bacterianas). En la interacción entre C. 
albicans y A. baumannii se observaron las siguientes tendencias principales respecto a 
los cultivos puros: (i) incremento de las proteínas relacionadas con la adhesión a 
superficies bióticas, (ii) incremento de las proteínas relacionadas con la respuesta al 
estrés oxidativo, (iii) incremento en C. albicans de las proteínas relacionadas con hifas e 
(iv) incremento en A. baumannii de las proteínas relacionadas con la respuesta 
defensiva contra farnesol. Por otro lado, se demostró que el farnesol altera la membrana 
de A. baumannii, lo que da lugar a un aumento de su permeabilidad hacia compuestos 
exógenos. Además, sugerimos que A. baumannii estimula o inhibe la filamentación de 
C. albicans en función del pH. 
 
 Tanto la tolerancia a la desecación como la resistencia a múltiples fármacos 
podrían contribuir al mantenimiento de las cepas de A. baumannii en el ambiente 
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hospitalario y podrían explicar en parte su tendencia a causar prolongados brotes de 
infecciones nosocomiales. En el cuarto trabajo, mediante la combinación de 2 técnicas 
proteómicas de cuantificación (con marcaje iTRAQ y sin marcaje), se caracterizó el 
proteoma de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 sometida a estrés por 
desecación y falta de nutrientes con el fin de identificar los mecanismos que permiten a 
dicha cepa sobrevivir en condiciones extremas, circunstancias que se suelen encontrar 
en las instalaciones hospitalarias. En este trabajo, en condiciones de desecación, se 
observaron alteraciones morfológicas, sobreexpresión de proteínas periplásmicas y de 
membrana, así como sobreexpresión de proteínas asociadas con resistencia antibiótica, 
bombas de eflujo y quorum quenching. Los resultados obtenidos indican que A. 
baumannii es capaz de sobrevivir durante largos periodos de desecación mediante la 
presencia de células que se encuentran en un estado fisiológico "durmiente", vía 
mecanismos que afectan al control del ciclo celular, enrollamiento del ADN, regulación 
transcripcional y traduccional, estabilización de proteínas, resistencia antibiótica y 
síntesis de toxinas, y se objetiva que unas pocas células supervivientes incrustadas en 
una matriz de biopelícula son capaces de reanudar el crecimiento y restaurar la 
población original en condiciones ambientales propicias siguiendo una estrategia de 
"colapso-expansión". 
 
 En las células vivas, la fosforilación en uno de los aminoácidos del trío 
Ser/Tre/Tir de proteínas es una importante modificación post-traduccional, en la que 
median estímulos externos que facilitan la regulación de muchos procesos fisiológicos 
centrales. Dentro de este contexto, se ha asociado la fosforilación Ser/Tre/Tir de 
proteínas con importantes procesos biológicos incluyendo resistencia a antibióticos, 
patogénesis, virulencia y persistencia. En el quinto trabajo, se llevó a cabo el 
enriquecimiento en fosfopéptidos, mediante la cromatografía de intercambio catiónico 
fuerte seguido de la cromatografía con dióxido de titanio, junto con la espectrometría de 
masas LTQ-Orbitrap para caracterizar y establecer una comparación cualitativa entre el 
fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de una cepa de referencia y el de un clon de A. baumannii 
altamente invasivo y multirresistente a antibióticos con el fin de identificar 
fosfoproteínas implicadas en la resistencia a antibióticos y en la patogénesis de dicha 
bacteria. Se detectaron 11 lugares de fosforilación sobre 7 fosfoproteínas diferentes 
exclusivos de la cepa de referencia, 43 lugares de fosforilación sobre 36 fosfoproteínas 
exclusivos de la cepa multirresistente altamente invasiva y 37 lugares de fosforilación y 
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34 fosfoproteínas comunes a las dos cepas. En la cepa de referencia el porcentaje de 
distribución de fosforilación Ser/Tre/Tir fue: 68.9% sobre serina, 24.1% sobre treonina 
y 5.2% sobre tirosina. Mientras que en la cepa multirresistente altamente invasiva dicho 
porcentaje fue: 71.8% sobre serina, 25.2% sobre treonina y 3.8% sobre tirosina. Las 
diferencias cualitativas entre las proteínas de los dos fosfoproteomas obtenidos indican 
probables relaciones entre la fosforilación Ser/Tre/Tir y la regulación de la división 
celular, biosíntesis de proteínas, glicolisis/gluconeogénesis, patogénesis, virulencia, 
respuesta al estrés y resistencia a antibióticos. 
 
 
4.1 Discusión artículo I 
 
 Las proteínas bacterianas extracelulares se pueden dividir en 2 grupos 
principales: aquéllas que se exportan asociadas a OMVs y aquéllas que se exportan 
mediante otros mecanismos. En A. baumannii existe un gran desconocimiento respecto 
a estos 2 tipos de poblaciones de proteínas. En este trabajo, se utilizaron diferentes 
técnicas proteómicas para caracterizar mejor el proteoma extracelular de A. baumannii. 
Los resultados obtenidos muestran que la técnica hibrida 1-DE acoplada con la Nano-
LC−MALDI-TOF/TOF es un método conveniente para identificar un gran número de 
proteínas extracelulares, como observaron otros autores que describieron el 
subproteoma de las OMVs (159, 48). También se demostró que esta técnica puede ser 
complementada y validada mediante técnicas proteómicas libres de gel y que la técnica 
2-DE combinada con un protocolo mejorado de extracción de proteínas de OMVs puede 
aplicarse satisfactoriamente al análisis de subproteomas extracelulares para obtener 
datos proteómicos complementarios. 
 
 La caracterización del proteoma extracelular de A. baumannii reveló que tanto la 
mayoría de las proteínas asociadas a OMVs como la mayoría de las proteínas libres en 
el medio de cultivo poseen señales de exportación a través de la membrana 
citoplasmática. Sin embargo, ambas fracciones contenían proteínas que no poseian 
señales de exportación. Por otro lado, se observó un considerable solapamiento de 
proteínas entre las 2 fracciones de proteínas extracelulares. En parte, la presencia de 
estas proteínas en las 2 fracciones podría ser el resultado de la unión inespecífica de 
algunas proteínas libres en el medio de cultivo a las OMVs. Esta unión inespecífica es 
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más probable que ocurra en un medio de cultivo in vitro, donde las 2 fracciones 
interaccionan en el medio extracelular durante un largo periodo de tiempo, que in vivo, 
donde las OMVs son secretadas e internalizadas rápidamente por las células del huésped 
después de la adhesión bacteriana (160). 
 
 Las bacterias pueden exportar proteínas vía OMVs o mediante un número de 
sistemas especializados de secreción. Sin embargo, en A. baumannii, los sistemas de 
secreción de proteínas y sus sustratos siguen siendo poco conocidos. La reciente 
secuenciación del genoma de A. baumannii ATCC 17978 mostró una isla hipotética de 
patogenicidad de gran tamaño compuesta de 8 genes homólogos al sistema de secreción 
tipo IV de Legionella/Coxiella, sugiriendo que este tipo de secreción también existe en 
A. baumannii (39). En nuestro trabajo, se identificó la proteína de montaje del P. pilus, 
chaperona PapD, la cual forma parte del sistema de secreción T7SS. La chaperona PapD 
media en el ensamblaje de la proteína Pap al complejo pili tipo I y en E. Coli se piensa 
que estos pilis están involucrados en adherencia bacteriana e invasión (161). También 
identificamos 2 proteínas hipotéticas filamentosas de ensamblaje (CsuB y FilF) 
implicadas en un mecanismo propuesto en E. Coli que podría operar durante la 
infección por A. baumannii (162). Finalmente, proteínas como la exoproteína larga (# 
19) pueden considerarse como una característica del sistema de secreción Vb, el cual es 
una vía de secreción específica de factores de virulencia de elevado peso molecular que 
son cruciales para la virulencia de varios patógenos humanos (163, 164). En nuestro 
trabajo, mediante el empleo de técnicas proteómicas presentamos nuevas evidencias que 
indican la existencia de sistemas de secreción de proteínas en la bacteria A. baumannii. 
 
 Nuestros resultados indican que las 2 fracciones estudiadas aquí contienen varias 
proteínas asociadas con virulencia y patogenicidad. De acuerdo con el modelo 
propuesto por Jin et al., (48) en el cual las OMVs de A. baumannii son descritas como 
vehículos principales de secreción para el envío de factores de virulencia a las células 
huésped, la caracterización del subproteoma de las OMVs reveló proteínas adicionales 
involucradas en adhesión, formación de biopelícula y motilidad  (por ejemplo, CsuE, 
CsuB, CsuA/B), las cuales pueden facilitar la unión a las células huésped. 
 
 Varios factores de virulencia específicos de la fracción de proteínas libres en el 
medio de cultivo fueron encontrados, tales como enzimas extracelulares con actividad 
215 
 
DISCUSIÓN 
 
degradativa, incluyendo a la metaloproteasa alcalina, lipasas, la oligopeptidasa 
dependiente de Zn y la lactonohidrolasa. Las metaloproteasas extracelulares son 
factores de virulencia secretados por muchas especies bacterianas (165). Por ejemplo, 
una de las 3 proteínas que constituyen las toxinas del ántrax sintetizadas por Bacillus 
anthracis es una proteasa extracelular (166-168). Se ha demostrado que la actividad 
lipolítica de las lipasas secretadas contribuye a la persistencia y virulencia de C. 
albicans en tejido humano (169). El éxito de una infección bacteriana depende, en gran 
medida, de la habilidad que tenga la bacteria para usar los nutrientes externos 
disponibles, por ejemplo, las proteínas de alrededor de la bacteria deben ser degradadas 
hasta aminoácidos y oligopéptidos antes de que puedan ser utilizadas para la nutrición 
bacteriana (165). Por tanto, las actividades proteolíticas y lipolíticas de las proteínas 
extracelulares pueden jugar papeles clave en el establecimiento de la infección por A. 
baumannii. Considerando la composición de las 2 fracciones estudiadas en este 
apartado, en términos de potenciales factores de virulencia, se puede sugerir que durante 
la infección ambas fracciones juegan papeles complementarios y probablemente actúen 
sinérgicamente. 
 
 También se detectó un número de potenciales factores de virulencia presentes en 
las 2 fracciones estudiadas. Como por ejemplo, la OmpA que está involucrada en la 
inducción de la muerte celular del huésped a través de objetivos nucleares y 
mitocondriales (74, 170). Por otro lado, existen evidencias que sugieren que las OMVs 
actúan como un vehículo para el envío de la OmpA a las células huésped donde esta 
última induce citotoxicidad (48). Sin embargo, no está claro cómo la OmpA localizada 
en la membrana de las OMVs es translocada al compartimento citosólico del huésped 
(48). Además, la OmpA también se encontró libre en el medio extracelular y esta OmpA 
purificada también es capaz de inducir citotoxicidad en las células del huésped (74, 
170). Por tanto, sería interesante llevar a cabo una investigación para determinar si la 
OmpA unida a las OMVs es igual de rápida y efectiva para inducir la muerte celular del 
huésped que la OmpA libre en el medio extracelular. 
 
 En nuestro trabajo se identificó un conjunto de proteínas extracelulares 
asociadas con resistencia a antibióticos incluida la β-lactamasa OXA-24 con capacidad 
de hidrolizar las carbapenemas y la β-lactamasa constitutiva AmpC. El clon AbH12O-
A2 de A. baumannii mostró una amplia resistencia contra antibióticos, siendo resistente 
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a carbapenemas y susceptible únicamente a tigeciclina y a colistina (171). Además, este 
clon AbH12O-A2 transporta el plásmido pMMA2 que puede estar involucrado en la 
movilización de gen bla oxa-24 que codifica la carbapenema OXA-24 (172). Nuestros 
experimentos proteómicos también permitieron identificar 2 proteínas (OXA-24 y un 
receptor dependiente de TomB) que son los productos de 2 ORFs localizados en el 
plásmido pMMA2, lo que sugiere que el plásmido pMMA2 está siendo expresado y que 
algunas de sus proteínas sintetizadas son exportadas al medio extracelular. Dichos 
experimentos proteómicos también permitieron identificar otras proteínas partícipes de 
la resistencia antibiótica como son la β-lactamasa hipotética de clase A y la β-lactamasa 
OXA 88. Por tanto, estos resultados son consistentes con el perfil multirresistente de 
este clon AbH12O-A2. Además, este conjunto de datos sugiere que las 3 β-lactamasas 
(OXA-24, OXA 88 y AmpC) son exportadas al medio extracelular, pudiendo de este 
modo, hidrolizar e inactivar varios antibióticos β-lactámicos como por ejemplo las 
carbapenemas. 
 
 La caracterización del proteoma extracelular del clon AbH12O-A2 reveló la 
existencia de varias proteínas asociadas con la respuesta al estrés oxidativo y 
nitrosativo. La gran mayoría de estas proteínas pertenecían exclusivamente a la fracción 
de proteínas libres en el medio de cultivo (por ejemplo, la oxidoreductasa, la 
tiorredoxina, la catalasa, la flavohemoproteína, la SOD[Fe]), mientras que algunas 
pertenecían a las 2 fracciones estudiadas (por ejemplo, la alquilhidroperoxidoreductasa 
y la Cu/Zn superóxido dismutasa). En un estudio previo, nuestro grupo demostró que las 
ROS y las RNS se acumulan a lo largo de la curva de crecimiento (173). En el presente 
estudio, las proteínas extracelulares se recogieron durante la fase estacionaria temprana. 
Por tanto, es posible que la acumulación de ROS/RNS durante el crecimiento bacteriano 
pueda estar relacionada con la presencia de proteínas asociadas con la respuesta al estrés 
oxidativo y nitrosativo en el medio extracelular. Sin embargo, como se ha discutido 
anteriormente la presencia de este tipo de proteínas en el medio extracelular es 
controvertida porque no está claro si estas proteínas son exportadas al medio 
extracelular o proceden de la lisis celular porque para la mayoría de las especies 
bacterianas, se considera que las proteínas antioxidantes son intracelulares y carecen de 
las señales de exportación requeridas para los mecanismos de secreción específicos 
(174, 175). 
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 En este trabajo se demuestra que la fracción de proteínas libres en el medio de 
cultivo tiene una alta capacidad antioxidante, lo cual sugiere que algunas de las 
proteínas neutralizadoras de ROS son exportadas en su forma enzimáticamente activa 
para ofrecer a la bacteria protección contra el estrés oxidativo (173). Esta característica 
protectora de la fracción de proteínas libres en el medio de cultivo se confirmó mediante 
la observación de un mayor porcentaje de supervivencia de las células bacterianas 
contra H2O2 exógeno en presencia de dicha fracción. El concepto de que la resistencia al 
estrés oxidativo comienza fuera de la célula bacteriana es particularmente interesante, 
especialmente considerando que durante la infección, los patógenos bacterianos son 
engullidos por fagocitos y entonces dañados por ROS/RNS (176, 177). Nuestros 
experimentos con macrófagos demuestran que en presencia de la fracción de proteínas 
libres en el medio de cultivo, las células bacterianas muestran un mayor porcentaje de 
supervivencia contra los macrófagos, lo cual sugiere que la actividad antioxidante de las 
proteínas neutralizadoras de ROS tales como la catalasa, la SOD[Fe], la 
alquilhidroperoxidoreductasa y las neutralizadoras de RNS como la flavohemoproteína 
neutralizan los efectos tóxicos de los metabolitos del oxígeno y nitrógeno generados por 
los macrófagos. Existe un precedente, en otras especies bacterianas, en la exportación 
de proteínas antioxidantes que protegen contra el estrés oxidativo (174, 178-180). Por 
ejemplo, en Mycobacterium tuberculosis, la SOD y la catalasa Kat junto con el 
respectivo sistema de secreción, SecA2, son considerados como una importante parte de 
la virulencia de este gran patógeno humano, al actuar contrarrestando la explosión 
respiratoria bactericida de los macrófagos. 
 
 Aunque otras proteínas, tales como las peptidil cis-trans isomerasa rotamatasas 
(PPiasas) no poseen actividad antioxidante, si pueden jugar un papel en la supervivencia 
bacteriana durante la respuesta de los macrófagos. Se ha sugerido que las PPiasas 
pueden actuar como factores de virulencia al interaccionar con algunas proteínas de la 
membrana celular del huésped, haciendo que la célula huésped sea más susceptible a la 
penetración vía cambios conformacionales a través de la cis-trans isomerización de los 
enlaces peptidil-propil (181, 182). Se sabe que este tipo de proteínas afecta a la 
fagocitosis de Streptococcus pneumonia por macrófagos (183). La exoproteína larga (# 
19) identificada en nuestros experimentos pertenece a la familia de proteínas 
filamentosas hemaglutinina/hemolisina (HFA). En Bordetella pertussis estos tipos de 
proteínas son considerados como importantes factores de virulencia, se ha sugerido que 
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funcionan como adhesinas primarias que facilitan la unión bacteriana a las células 
respiratorias ciliadas y a los macrófagos durante la infección por Bordetella (184). Se 
piensa que las proteínas HFA pueden jugar un papel en permitir a Bordetella resistir el 
aclaramiento por células fagocíticas, mediante la inhibición de la actividad microbiocida 
de estas células (184). En resumen, es por tanto probable que diferentes tipos de 
proteínas libres en el medio de cultivo contribuyan de diferentes formas a la defensa 
bacteriana contra la respuesta de los macrófagos. 
 
 
4.2 Discusión artículo II 
 
 La proteómica es una poderosa herramienta que permite estudiar la 
patofisiología de las bacterias y la interacción de estas bacterias con el huésped. Por 
ejemplo, la proteómica se ha utilizado en S. aureus para estudiar su adaptación al estrés 
y a la escasez de nutrientes que tienen lugar durante la infección y/o durante el 
tratamiento con antibióticos (185, 186–188). Además, Engelmann et al. definieron 
perfiles proteómicos para diferentes agentes causantes de estrés sobre el S. aureus, 
como por ejemplo la fermentación, el óxido nítrico, el H2O2 y otros (186, 189–191). 
Estos perfiles proteómicos son útiles para descifrar el estado fisiológico de la bacteria 
creciendo bajo condiciones que ocurren durante la infección (185, 192, 193). Además, 
estos perfiles pueden ayudar a encontrar enzimas clave para la supervivencia de la 
bacteria y, por tanto, a hallar objetivos potenciales para nuevas terapias antibióticas 
(185). Por otro lado, las condiciones de cultivo in vitro pueden estresar a la bacteria (por 
ejemplo, debido al agotamiento de nutrientes estáticos, a la acumulación de tóxicos 
bacterianos, al limitado espacio y a la limitación en los productos presentes). Sin 
embargo, los ambientes simulados in vitro no reflejan exactamente el perfil proteico 
dentro del pulmón. De hecho, los modelos in vitro han proporcionado nuevas 
alternativas antibióticas, pero muchas de ellas han fracasado durante los ensayos 
clínicos contra Pseudomonas aeruginosa (194), lo que pone de manifiesto la 
complejidad de la fisiología del huésped y la necesidad de desarrollar modelos 
fisiológicamente relevantes que reflejen las interacciones dinámicas entre el huésped, su 
microambiente y el patógeno las cuales gobiernan el resultado de la infección. No 
obstante, no existen modelos ni in vitro ni in vivo que imiten perfectamente las 
condiciones experimentales en la que se encuentra una bacteria durante la infección. 
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Consecuentemente, para estudiar la complejidad del huésped, del patógeno y de las 
interacciones huésped patógeno es necesario utilizar una combinación de diferentes 
modelos de infección. 
 
 En el caso de A. baumannii, a nivel proteómico, únicamente conocemos un 
estudio proteómico in vitro en el que se simulan algunas de las condiciones que soporta 
A. baumannii durante la infección. En dicho estudio, se realiza un análisis comparativo 
entre del proteoma de A. baumannii cultivado en un medio rico en hierro y el proteoma 
de A. baumannii cultivado en un medio con quelantes del hierro (195). Además, el que 
en la bibliografía no existan ni estudios proteómicos ex vivo ni in vivo probablemente 
sea debido al número limitado de bacterias presentes en las muestras ex vivo e in vivo, y 
a la contaminación de la muestra por proteínas del huésped. Existe un gran 
desconocimiento sobre la adaptación de A. baumannii al huésped y sobre su patogénesis 
molecular. 
 
 En nuestro trabajo, se utilizó el marcaje iTRAQ y la LC-MALDI-TOF/TOF para 
caracterizar el proteoma de A. baumannii bajo 2 condiciones diferentes que simulan a 
las encontradas en las vías aéreas del huésped. La primera simulando las interacciones 
huésped-patógeno en el medio extracelular del tracto respiratorio (modelo BALF), y la 
segunda simulando las interacciones huésped-patógeno que involucran a las células 
fagocíticas del sistema inmunitario (modelo macrófago), ello con el fin de mejorar el 
conocimiento sobre cómo A. baumannii se adapta al huésped y sobre la patogénesis y 
virulencia de esta bacteria. 
 
 Los resultados obtenidos en nuestro trabajo mostraron que 179 proteínas de A. 
baumannii fueron afectadas por el huésped. La comparación de nuestros 2 modelos 
mostró que la mayoría de las proteínas no se expresaron de forma diferencial y que el 
83% de las proteínas detectadas se agruparon pareadamente en la misma categoría 
(infraexpresada, sobreexpresada y no expresada de forma diferencial) en ambos 
modelos, debido mayoritariamente al elevado porcentaje de proteínas no expresadas 
diferencialmente. 
 
 El análisis de las funciones biológicas, vía simulación computacional, en las 
cuales estarían involucradas las proteínas expresadas de forma diferencial reveló que 
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dichas proteínas poseen diversas funciones, lo cual sugiere una compleja interacción 
entre A. baumannii y el huésped. Así, en el modelo BALF, los grupos funcionales 
claramente sobreexpresados son la biogénesis de la cubierta/membrana/pared celular, el 
metabolismo y transporte de nucleótidos y el control del ciclo celular y mitosis. 
También fueron sobreexpresados otros grupos funcionales como por ejemplo la 
patogénesis y virulencia y la traducción. Sin embargo, otros grupos funcionales como 
por ejemplo, el metabolismo de aminoácidos y el de lípidos resultaron infraexpresados. 
Del mismo modo, en el modelo macrófago, los grupos funcionales claramente 
sobreexpresados son la traducción, la transcripción y la producción y conversión de 
energía. Además, otros grupos funcionales como por ejemplo la patogénesis y 
virulencia y el metabolismo y transporte de nucleótidos también fueron 
sobreexpresados; sin embargo, otros grupos funcionales como el metabolismo de lípidos 
resultaron infraexpresados. 
 
 Aunque los resultados obtenidos por ambos modelos fueron similares, se 
encontraron algunas diferencias probablemente debido a las siguientes diferencias entre 
ambos modelos: 
• Huésped utilizado. 
• Presencia de nutrientes (lípidos, proteínas, péptidos y ácidos nucleicos) en las 
muestras que contienen BALF que no están disponibles en el control. 
• Competición nutricional entre macrófagos y bacterias. 
• Estrés que sufre A. baumannii (en el modelo BALF, el estrés resulta de la 
respuesta inflamatoria del huésped (proteínas importantes para la inmunidad y la 
defensa del huésped, como la proteína surfactante A y la proteína surfactante D). 
Mientras que en el modelo macrófago, el estrés procede de la interacción con un 
único tipo de célula del huésped). 
 
 De las 687 proteínas identificadas en nuestro trabajo, 8 proteínas fueron 
sobreexpresadas en un modelo e infraexpresadas en el otro. Se debe de destacar que, el 
50% de estas proteínas fueron asociadas con el metabolismo (fosfogliceromutasa, 3-
fosfoglicerato dehidrogenasa, isocitrato dehidrogenasa y desoxiuridina 5′-trifosfato 
nucleotidohidrolasa). Esto es probablemente debido a diferencias en el tipo y la 
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concentración de nutrientes disponibles en ambos modelos y a la competición con los 
macrófagos por los nutrientes disponibles en el modelo macrófago. También se observó 
que el catabolismo de los aminoácidos fue sobreexpresado en el modelo macrófago pero 
infraexpresado en el modelo BALF, lo cual indica que los aminoácidos constituyen una 
fuente importante de nitrógeno para A. baumannii en el modelo macrófago. Por otro 
lado, la sobreexpresión de la oligopeptidasa A en el modelo macrófago y su 
infraexpresión en el modelo BALF indica que es probable que la disponibilidad de 
aminoácidos en el modelo macrófago sea debida al menos en parte a la ingesta de 
oligopéptidos. Además, CsuC y CsuA fueron sobreexpresadas en el modelo libre de 
células del huésped (el modelo BALF) e infraexpresadas en el modelo macrófago, 
debido a que estas 2 proteínas están involucradas en la unión inicial a superficies 
abióticas pero no en el mecanismo de adherencia a superficies bióticas. 
 
 En el modelo macrófago, 3 proteínas clasificadas vía computacional como 
proteínas de membrana externa fueron sobreexpresadas (una proteína DcaP-like, una 
proteína de membrana y OmpA - proporción iTRAQ entre 7.80 y 11.07). De igual 
manera, en el modelo BALF, 2 proteínas clasificadas vía computacional como proteínas 
de membrana externa fueron sobreexpresadas (una proteína de la familia OmpW y 
OmpA - proporción iTRAQ entre 1.51 y 2.25). Además, en el modelo macrófago, 21 
proteínas clasificadas vía computacional como proteínas secretadas fueron 
sobreexpresadas (proporción iTRAQ media 7.88) y 10 fueron infraexpresadas 
(proporción iTRAQ media 0.25). También, en el modelo BALF, 17 proteínas 
clasificadas vía computacional como proteínas secretadas fueron sobreexpresadas 
(proporción iTRAQ media 4.03) y 13 fueron infraexpresadas (proporción iTRAQ media 
0.20). Las modificaciones que A. baumannii sufre como resultado del estrés inducido 
por el huésped incluyen cambios en la composición de la membrana y del secretoma; 
estos cambios fueron más acusados en el modelo macrófago que en el modelo BALF 
(modelo libre de células del huésped) probablemente debido a las interacciones célula 
huésped-patógeno. 
 
 Resulta de interés que nuestros resultados mostraron que la proteína UDP-N-
acetilmuramato-L-alanina ligasa (MurC) fue fuertemente sobreexpresada en ambos 
modelos ex vivo (en los modelos BALF y macrófago, la proporción iTRAQ fue 99.08 y 
8.17 respectivamente). Además, también mostraron que la transferasa 1-carboxivinil 
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UDP-N-acetilglucosamina (MurA) fue sobreexpresada en el modelo BALF, pero no 
significativamente sobreexpresada en el modelo macrófago (p>0.05). En la síntesis del 
peptidoglicano, la uridina difosfato N-acetilglucosamina es transformada vía MurA y 
MurB en ácido UDP-N-acetilmurámico, y a este último se le adiciona alanina mediante 
MurC. Estos pasos son esenciales en la biosíntesis de las paredes celulares bacterianas 
(196, 197). A esto se añade que la MurA es requerida para la completa virulencia de 
Listeria monocytogenes (198). En este contexto, se ha sugerido que MurA es un 
objetivo potencial de fármacos y se han identificado inhibidores efectivos de esta 
proteína (199). La detección de polipéptidos de MurC en los seres humanos podría 
proporcionar un método para el diagnóstico/ o pronóstico de una infección. Niveles de 
polipéptidos MurC podrían detectarse mediante detección de anticuerpos, ensayos 
ELISA, ensayos con anticuerpos en sandwich, Western blot, y otros métodos usando 
anticuerpos monoclonales contra MurC de A. baumannii generados de forma similar a 
los obtenidos por Zoeiby et al. (200). Teniendo en cuenta todo lo anterior, es probable 
que la inhibición de la proteína MurC de A. baumannii, mediante, por ejemplo las 
pirazolopirimidinas que inhiben la enzima MurC de Pseudomonas aeruginosa (201), 
tenga efectos adversos sobre la virulencia de A. baumannii. 
 
 Algunos factores de virulencia hipotéticos fueron expresados de forma 
diferencial en ambos modelos. Mediante el programa Blast se encontró una similitud 
significativa entre la nucleotidil transferasa (AIS04894.1), la cual fue sobreexpresada en 
el modelo macrófago (pero no en el modelo BALF (p>0.05)), y la UTP-glucosa-1-
fosfato uridililtransferasa (GalU) (query cover 100% and E value = 0.0) (202, 203). El 
enzima GalU cataliza la formación de UDP-glucosa y juega un papel clave en la 
biosíntesis de los carbohidratos asociados con la envoltura celular (por ejemplo, LPS y 
cápsula) en varias especies bacterianas. En muchos patógenos Gram-negativos las 
mutaciones en el gen galU llevan a una atenuada virulencia, debido principalmente a 
cambios en los LPS o en las estructuras capsulares. La formación de estos polisacáridos 
es crítica para la virulencia bacteriana porque esto permite que la bacteria evada la 
respuesta del sistema inmunitario del huésped. También se ha descrito que el gen galU 
es importante para la patogénesis de Pseudomonas aeruginosa y Francisella tularensis 
(204-208). 
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 En el huésped, el hierro es "secuestrado" por varias proteínas, como por ejemplo 
la ferritina, con lo que la concentración de hierro libre es demasiado baja como para que 
las bacterias puedan sobrevivir. Por tanto, para su supervivencia, las bacterias deben 
competir con el huésped por el hierro a través de la expresión de sistemas de 
adquisición de hierro. Estos sistemas producen quelantes del hierro de alta afinidad 
conocidos como sideróforos, los cuales son secretados al medio extracelular (209, 210). 
Como una medida de defensa contra estos sideróforos, el huésped produce siderocalinas 
[(la lipocalina 1 es secretada, entre otras, por las glándulas secretoras del tracto 
traqueobronquial al BALF), (la lipocalina 2 es secretada, entre otras, por macrófagos al 
BALF)…], las cuales interceptan a los sideróforos evitando el envío de hierro al 
patógeno (211). Las lipocalinas 1 y 2 actúan de forma complementaria puesto que la 
lipocalina 1 se une a sideróforos tipo catecolato (enterobactina), tipo hidroxamato 
(ferricrocina) y mixtos tipo citrato-hidroxamato (aerobactina), mientras que la lipocalina 
2 se une a sideróforos tipo enterobactina y a tipo carboximicobactinas. Además, como 
contramedidas contra las defensas del huésped, algunas bacterias como Salmonella, 
Klebsiella spp y M. tuberculosis modifican sus sideróforos bloqueando la unión de la 
lipocalina 2 a dichos sideróforos por impedimentos estéricos (212-215). NfuA-like 
posee múltiples funciones relacionadas con el estrés mediado por hierro. NfuA-like está 
involucrado en el metabolismo intracelular del hierro y también juega un papel en la 
virulencia de A. baumannii protegiendo a esta bacteria de la respuesta oxidativa más que 
proporcionándole hierro. Esto se ha demostrado cuando crece bajo las condiciones 
limitadas de hierro impuestas por células humanas cultivadas del epitelio alveolar y en 
el modelo in vivo G. mellonella larvae (216). En nuestro trabajo, en los modelos 
empleados se observó que las proteínas involucradas en la biosíntesis del sideróforo 
aerobactina no fueron significativamente expresadas de forma diferencial (p>0.05), 
probablemente porque la lipocalina-1 se una a la aerobactina. También se observó que 
una de las proteínas infraexpresadas en el modelo macrófago (no significativamente 
infraexpresada (p>0.05) en el modelo BALF) está asociada con la biosíntesis del 
sideróforo acromobactina (AIS06377.1). Esto puede ser debido a que aunque la 
acromobactina es un eficiente sideróforo hidroxicarboxilato a pH bajo (pH<5), la 
acromobactina podría no competir con sideróforos más fuertes tales como los 
catecolatos a pH fisiológico (214). En el modelo BALF, NfuA-like fue también 
sobreexpresada (no significativamente sobreexpresada (p>0.05) en el modelo 
macrófago). En conjunto, estos resultados sugieren que la cepa de A. baumannii 
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AbH12O-A2 posea un tercer sistema de adquisición de hierro todavía no identificado 
con los habituales análisis bioinformáticos. En un reciente estudio, las estructuras de 6 
nuevos sideróforos llamados fimsbactina A-F han sido determinadas y los clústeres de 
genes encargados de la biosíntesis de las fimsbactinas han sido identificados en A. 
baylyi ADP1 y A. baumannii (ATCC 17978 y 6013150), aunque el análisis BLAST 
mostró que estos clústeres no están presentes en A. baumannii AbH12O-A2 (datos no 
mostrados) (217). 
 
 En el modelo macrófago, se observó una expresión incrementada del factor Tig 
en las muestras ex vivo (no significativamente sobreexpresada (p>0.05) en el modelo 
BALF). En Escherichia coli, el plegamiento de proteínas de novo es principalmente 
dirigido por la chaperona factor Tig, Dnak y Groel. El factor Tig unido al ribosoma es la 
primera chaperona en interactuar cotraduccionalmente con los polipéptidos nacientes. 
Se ha sugerido que un factor Tig homólogo en Streptococcus mutans es un regulador 
clave de las siguientes propiedades críticas para la virulencia: tolerancia al estrés, 
competencia genética y formación de biopelícula. En Listeria monocytogenes, un factor 
Tig homólogo está asociado con la respuesta al estrés y con la patogenicidad (218-220). 
 
 En el modelo BALF, se observó una expresión incrementada de la proteína 
supresora de DnaK en las muestras ex vivo (no significativamente sobreexpresada 
(p>0.05) en el modelo macrófago). Esta proteína juega un papel importante en la 
virulencia de Escherichia coli y de Salmonella (221). 
 
 En el modelo BALF, se observó que la expresión de la proteína ClpX 
incrementó (pero no se sobreexpresó significativamente en el modelo macrófago). CplX 
es requerida para la virulencia, la formación de biopelícula y la replicación intracelular 
en Staphylococcus aureus (222). 
 
 La unión inicial a las superficies abióticas es el primer paso para la colonización 
y la posterior formación de biopelícula sobre ventiladores mecánicos, catéteres… En A. 
baumannii 19606, el pili tipo I codificado por CsuA/BABCDE parece estar involucrado 
en este proceso (4). En el modelo libre de células del huésped (modelo BALF), las 
proteínas OmpA (proporción iTRAQ = 1.51), CsuA y CsuC estaban sobreexpresadas, lo 
cual sugiere la activación de la biopelícula por el secretoma del huésped que defiende a 
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A. baumannii contra el huésped sobre los dispositivos médicos. Otro paso crítico en la 
patogénesis de A. baumannii es su habilidad para adherirse a las células eucariotas, 
aunque los mecanismos de adherencia son diferentes para superficies abióticas y 
bióticas. Se ha demostrado que OmpA actúa como un factor de virulencia en A. 
baumannii y juega un importante papel en la muerte celular a través de dianas nucleares 
y mitocondriales (74). La OmpA of A. baumannii 19606 también juega un papel parcial 
en la formación de biopelícula sobre plásticos, pero es esencial para su unión a 
superficies bióticas tales como C. albicans y células epiteliales alveolares humanas. 
Además, resulta de interés que la ausencia de estos apéndices pilus también favorece la 
unión bacteriana y la invasión de las células epiteliales. Esto puede ser debido a una 
mayor exposición de otros factores de adhesión bacteriano y a mecanismos 
desconocidos de formación de biopelícula en ausencia de pili (60). En nuestro modelo 
macrófago, OmpA (proporción iTRAQ = 7.80) fue sobreexpresada y las proteínas CsuA 
y CsuC fueron infraexpresadas. En conjunto, todos estos resultados sugieren que el 
contacto entre A. baumannii y los macrófagos podría ser un importante factor 
determinante de la infraexpresión de la proteína CsuA/BABCDE. El esclarecimiento de 
las complejas interacciones entre A. baumannii y las superficies abióticas y bióticas es 
importante para un mejor entendimiento de la patobiología de A. baumannii y también 
para la identificación de vías útiles para el desarrollo de nuevas estrategias antibióticas. 
 
 En el modelo macrófago, se observó una incrementada expresión de la proteína 
PaaA en las muestras ex vivo, pero no una significativa represión de la proteína PaaZ. 
En contraste, en el modelo BALF, se halló una represión de la proteína PaaZ pero la 
proteína PaaA no se expresó diferencialmente de manera significativa. En el 
catabolismo del ácido fenilacético por algunas bacterias, el paaA codifica parte del 
sistema de hidroxilación del anillo del ácido fenilacético-coenzima A, y, así, la apertura 
del anillo aromático puede realizarse por PaaZ. En Burkholderia cenocepacia, mutantes 
insercionales paaA fueron atenuados para la virulencia y curiosamente, la alteración de 
paaZ produjo un ligero aumento de su patogénesis (223). 
 
 El éxito de una infección bacteriana depende en gran medida de la habilidad que 
tiene la bacteria para utilizar nutrientes externos. Por tanto, las actividades proteolíticas 
y lipolíticas de las proteínas extracelulares pueden jugar papeles clave en el 
establecimiento de la infección por A. baumannii (165). En general, en el modelo 
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macrófago, las proteínas con actividad proteolítica fueron sobreexpresadas, y en el 
modelo BALF, este tipo de proteínas fue infraexpresado. Esto podría ser debido a la 
continua producción de proteínas del huésped en el modelo macrófago, cosa que no 
ocurre en el modelo BALF, así como al metabolismo sobreexpresado de aminoácidos en 
el modelo macrófago y al metabolismo infraexpresado de aminoácidos en el modelo 
BALF. 
 
 En nuestro trabajo, se identificó una ciclofilina (PPIasa) (AIS06968.1), la cual 
fue sobreexpresada en el modelo macrófago pero no en el BALF. Las PPIasas pueden 
actuar como factores de virulencia al interactuar con algunas proteínas de la membrana 
celular del huésped, provocando que las células huésped sean más susceptibles a la 
penetración vía cambios conformacionales a través de la isomerización cis-trans de los 
enlaces peptidil-propil (181, 182). Se sabe que este tipo de proteínas afectan 
negativamente a la fagocitosis de Streptococcus pneumoniae por macrófagos (183). 
 
 En ambos modelos, el transportador ABC no caracterizado YjjK fue 
sobreexpresado. yjjk codifica un transportador de membrana hipotético dependiente de 
ATP cuyo papel preciso es desconocido. Sin embargo, YjjK es requerido para la entrada 
y supervivencia de Porphyromonas gingivalis en células epiteliales gingivales (224). 
Además, también se ha sugerido que YjjK está involucrado en la virulencia de 
Francisella tularensis (225). 
 
 Se han identificado 18 genes involucrados en el crecimiento de A. baumannii 
sobre células ascíticas que son esenciales para el crecimiento y la supervivencia de A. 
baumannii durante la infección (226). En nuestro trabajo, identificamos el 53% de estas 
proteínas esenciales: 4 de estas fueron sobreexpresadas (OmpF, RpmA, CarA y PyrC), 4 
no se expresaron de forma diferencial (AroA, AroC, RstA y SecE) y AceE fue 
infraexpresada. Estos hallazgos son parcialmente consistentes con el estudio 
mencionado anteriormente (226) porque el gen spsC no aparece en el genoma de la cepa 
AbH12O-A2, y no detectamos 8 de las proteínas esenciales. Cabe la posibilidad de que 
estas diferencias puedan ser debidas a que las proteínas no detectadas en nuestro trabajo 
estén en cantidades inferiores al límite de detección/identificación o a diferencias en el 
microambiente del huésped. 
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 Cuando A. baumannii infecta las vías aéreas del huésped, esta bacteria está 
presente en múltiples localizaciones, incluyendo el intersticio entre células, incrustado 
en el moco y adherido y dentro de macrófagos y células epiteliales. Por tanto, A. 
baumannii debe adaptarse a múltiples microambientes y puede expresar diferentes 
proteínas dependiendo del microambiente. En nuestro trabajo se examinaron 2 modelos 
ex vivo de infección: un modelo libre de células del huésped en el cual A. baumannii 
interacciona con componentes solubles del huésped presentes dentro del pulmón 
infectado, y un modelo de células del sistema inmune, en el cual A. baumannii 
interacciona con macrófagos. Una limitación de este trabajo es que únicamente se 
simularon algunas condiciones presentes en las vías aéreas del huésped y A. baumannii 
está presente en muchos otros microambientes. Por tanto, se debe tener precaución en 
extrapolar los resultados de este estudio a la enfermedad humana porque las poblaciones 
de A. baumannii que colonizan las vías aéreas humanas son probablemente una mezcla 
de A. baumannii provenientes de diferentes microambientes. 
 
 En nuestro trabajo, se observaron varias proteínas hipotéticas de la cepa 
AbH12O-A2. La expresión inducida de proteínas hipotéticas sugiere con fuerza que A. 
baumannii reacciona frente a la resistencia del huésped mediante mecanismos 
desconocidos. Estas proteínas son obvias candidatas para su caracterización funcional y 
para determinar su función dentro del proceso de infección. 
 
 
4.3 Discusión artículo III 
 
 Las interacciones entre reinos y entre especies son ubicuas en la naturaleza y son 
importantes para el equilibrio ecológico. El estudio de las interacciones entre 
microorganismos es esencial para el entendimiento de las actividades in vivo de 
microorganismos patógenos y comensales. En particular, C. albicans y A. baumannii 
son 2 patógenos oportunistas que interaccionan en infecciones polimicrobianas en 
humanos y el estudio de esta interacción podría ser útil para obtener un mayor 
conocimiento sobre esta infección polimicrobiana y sobre la patogénesis y virulencia de 
ambos microorganismos. 
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 Para obtener un mayor entendimiento sobre la patogénesis y virulencia de C. 
albicans y A. baumannii, ambos microorganismos se cultivaron juntos en medio líquido 
bajo condiciones que permitieron la interacción competitiva de estas 2 especies, y la 
expresión proteica en el medio extracelular de este cocultivo fue comparada mediante 
análisis proteómico con las expresiones proteicas de los cultivos puros. Los resultados 
mostraron grandes diferencias en la identidad y cantidad de proteínas secretadas. Un 
total de 139 proteínas de A. baumannii y 81 de C. albicans fueron identificadas. Se 
encontraron 48 proteínas exclusivas del cocultivo de A. baumannii con C. albicans (38 
proteínas de la bacteria y 10 de la levadura). Análogamente, se encontraron 9 proteínas 
exclusivas de los cultivos puros (2 proteínas de la bacteria y 7 de la levadura). Cabe 
destacar que casi una quinta parte de las proteínas secretadas identificadas en este 
trabajo fueron clasificadas vía computacional como citosólicas. Esto podría sugerir que 
en nuestros cultivos existiera lisis celular. Sin embargo, la reducida cantidad de 
proteínas extracelulares detectada en 500 mL del cocultivo (1040 μg) en comparación 
con la suma de estas detectada en 500 mL de ambos cultivos puros (1550 μg) ha sido 
observada en las etapas iniciales de la interacción entre C. albicans y P. aeruginosa, 
apoyando la idea de que nuestros resultados no son debidos a la lisis celular (227). 
Además, el número de células vivas, determinado mediante tinción con yoduro de 
propidio (YP), no difirió significativamente al inicio y durante el intervalo de tiempo de 
observación de la interacción, lo cual indica que la integridad celular no se vio afectada 
en dicho intervalo. 
 
 El farnesol es un sesquiterpeno con un mecanismo de acción poco conocido. Sin 
embargo, algunos estudios muestran que la acumulación de compuestos lipofílicos en la 
parte hidrofóbica de la membrana causa la pérdida de la integridad de la membrana 
celular (228), pero esto no descarta la existencia de otros sitios de acción tóxica 
dependiendo del tipo de microorganismo y de la composición de su membrana. El 
incremento del pH del cocultivo después de 40 horas desde el inicio del cultivo sugiere 
un incremento en la permeabilidad de la membrana, lo cual conduciría a la disipación de 
la fuerza protón motriz. Y la observación de la ingesta de YP por las células de A. 
baumannii mediada por farnesol demuestra que el farnesol genera alteraciones en la 
membrana celular de A. baumannii, incrementando la permeabilidad a compuestos 
exógenos tales como el YP. En la lucha de las células contra los efectos tóxicos de 
compuestos lipofílicos, 5 mecanismos han sido descritos:  
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 1.- Modificación de los lipopolisacáridos de la membrana externa. 
 2.- Incremento en el grado de entrecruzamiento entre constituyentes de la pared 
celular y modificaciones de la hidrofobicidad de la pared celular. 
 3.- Excreción activa mediante sistemas de transporte consumidores de energía. 
 4.- Aumento del orden de la bicapa cambiando la conformación de los ácidos 
grasos de cis a trans o mediante la saturación de las cadenas acil de los ácidos grasos. 
 5.- Aumento de la hidrofobicidad de la S-layer (capa superficial) (228). 
 
 Los 3 primeros mecanismos de adaptación que protegen a las células contra los 
compuestos lipofílicos fueron más activos en los cultivos de interacción que en las 
condiciones de control y los 2 últimos mecanismos no fueron investigados. Se observó 
que la enzima lípido A fosfoetanolamina transferasa (AIS07607.1) tuvo una marcada 
sobreexpresión (FC: 11.64). En el caso de A. baumannii ATCC 17978, el operón pmrAB 
está involucrado en la adición de fosfoetanolamina al lípido A (229). Esta alteración en 
el lípido A de los LPS cambia la carga total de la superficie bacteriana consolidando la 
integridad de la membrana externa (230). También se observó que la proteína "glycine 
zipper" (cremallera de glicina) (AIS07016.1) fue fuertemente sobreexpresada en la 
condición de interacción (FC: 316.96). La cremallera de glicina tiene un impacto 
estructural significativo, al producir interacciones con hélices vecinas para el correcto 
empaquetamiento y la correcta estabilización de hélices transmembrana (231, 232). 
También se encontraron sobreexpresados (FC: 14.12 y 4.02, respectivamente), la 
proteína NlpE y un transportador de resistencia a división por nodulación (RND) 
(AIS04803.1). Como la expresión de los genes que codifican la bomba de eflujo para 
fármacos en E. coli es inducida por nlpE y los transportadores RND catalizan el eflujo 
activo de una amplia variedad de sustratos antibióticos, se puede postular que A. 
baumannii podría intentar eliminar el farnesol que se encuentra dentro de la membrana 
interna mediante el uso de bombas de eflujo RND (233, 234), y los datos sugieren que 
A. baumannii utiliza estos mecanismos para luchar contra los efectos tóxicos del 
farnesol producido por muchos organismos en la naturaleza. 
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 Para patógenos microscópicos, la adhesión a otras células es un paso crítico en 
su patogénesis y la interacción microorganismo-célula puede inducir la secreción de 
adhesinas que median en la unión de estos microorganismos a las células. En este 
trabajo se encontraron 6 proteínas de A. baumannii sobreexpresadas que en otros 
trabajos previos se asociaron con adhesión a las superficies bióticas. Por ejemplo, las 
proteínas de unión a fibronectina (OmpA (FC: 6.02) y Omp33-36 (FC: 4.56)) de A. 
baumannii se unen a la fibronectina jugando así un papel importante en su adhesión a 
las células epiteliales de pulmón humano (235). Además, la OmpA desempeña un papel 
esencial en la unión de A. baumannii 19606 a C. albicans (60) y la Omp33-36 demostró 
ser un factor de virulencia en un modelo sistémico de infección de ratón que indujo 
apoptosis en células humanas y moduló la autofagia (76). Asimismo, se encontró una 
proteína de unión al peptidoglicano LysM (AIS05521.1) que fue intensamente 
sobreexpresada en el cocultivo (FC: 43.92). El dominio LysM aparece en las enzimas de 
degradación de las paredes celulares y en proteínas implicadas en la patogénesis 
bacteriana, como la intimina, proteína requerida para la unión íntima de E. coli a células 
de mamífero (236). Además, en la cepa ATCC 17978 de A. baumannii, se encontró que 
la proteína de unión a peptidoglicanos LysM estaba implicada en la formación de 
biopelícula, Cabral et al. sugirieron que esta proteína podría estar implicada en la unión 
de A. baumannii a superficies abióticas. Sin embargo, no se investigó la unión a 
superficies bióticas (237). En conjunto, estas observaciones sugieren que AIS05521.1 
está implicado en la unión de A. baumannii a la superficie de C. albicans, aunque una 
investigación adicional es necesaria para confirmar esto. Otro hallazgo es la proteína de 
repetición rica en leucina denominada internalina (FC: 41.66), la cual desempeña un 
importante papel en la adherencia e invasión de muchas bacterias patógenas a las 
células huésped, incluyendo Yersinia pestis, Shigella flexneri, Bacillus cereus y Listeria 
monocytogenes (238, 239). Se observó que la proteína FilF (FC: 6.22) estaba 
sobreexpresada. Este pili de adhesión se ha descrito como pili filamentoso de tipo III en 
Burkholderia cepacia (240). También observamos que EF-Tu (FC: 8.79) fue 
sobreexpresado. Dallo et al. proponen la hipótesis de que en A. baumannii el EF-Tu 
media la adhesión de esta bacteria y de sus OMVs a los macrófagos (241). Por otra 
parte, en la interacción, el hongo produjo una intensa sobreexpresión de la proteína Als3 
(FC: 153.42). El factor de virulencia multifuncional de C. albicans Als3 ha demostrado 
ser importante para la formación de biopelícula, la invasión celular, la adquisición de 
hierro y la adhesión. La Als3 tiene amplia especificidad de sustrato y, por lo tanto, 
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media en la adherencia a una gran variedad de compuestos. Un modelo de proteína Als 
sugiere la presencia de una cavidad para la unión a péptidos que proporciona 
alojamiento a los residuos aminoacídicos C-terminales de los polipéptidos, mediando 
así en las fuertes interacciones entre la Als3 de C. albicans y la proteína del huésped 
que permiten la adhesión, entre estas dos especies, necesaria para que la punta de la hifa 
penetre a través de las membranas de la célula huésped. Es posible que un mecanismo 
similar esté involucrado en la adherencia de las hifas de C. albicans a A. baumannii 
donde varias proteínas de superficie de A. baumannii o alternativamente C-terminales 
de péptidos liberados por las Sap4-5 (muy sobreexpresadas en la interacción) de las 
proteínas de superficie de A. baumannii que permanecen anclados a la superficie de esta 
bacteria podrían interactuar fuertemente con la cavidad para la unión a péptidos de la 
Als3 de C. albicans. Es necesaria una investigación adicional para confirmar esta 
hipótesis (242, 243). Así mismo, la proteína de choque térmico 70, Ssa2 (FC: 16.11), se 
sobreexpresó en la interacción. Se sabe que la Ssa2 participa en la adherencia e induce 
endocitosis. Se ha sugerido que la Als3 y la Ssa2 funcionan cooperativamente como 
invasinas, probablemente uniéndose a las mismas proteínas de la superficie celular 
(244). También se ha publicado que las enzimas de remodelación de la pared celular 
Phr1 y Phr2 son necesarias para el entrecruzamiento y la integridad de la pared celular y 
que están implicadas en la adhesión. La Phr1 o la Phr2 son suficientes para que la pared 
celular se mantenga estable, y se ha de esperar que ambas, dependiendo del pH, puedan 
ser inducidas como parte de la respuesta al estrés de la pared celular. En estudios, in 
vitro, la expresión de phr1 se observa solo a pH > 5.5 y aumenta al aumentar el pH, 
mientras que phr2 tiene un patrón de expresión inverso. Por esta razón no sorprende que 
Phr1 (FC: 9.74) se sobreexpresó en la interacción, pero no Phr2. Esto puede ser debido 
a que in vivo sus patrones de expresión sean diferentes que in vitro y/o a que en tiempos 
de crecimiento bajos (t = 10 h aprox.) existe un alto estrés de la pared celular de C. 
albicans y un pH relativamente alto que podría favorecer la expresión de phr1 y a 
tiempos de crecimiento altos (t = 18 h aprox.), donde el pH es relativamente bajo y 
probablemente se favorezca la expresión de phr2; el estrés de la pared celular en la 
interacción es similar al del control lo cual explicaría que el phr2 no se sobreexpresase. 
Además, teniendo en cuenta que la Phr1 fue identificada con 2 péptidos únicos a t = 22 
h (FC: 9.74) mediante Progenesis y que la Phr2 fue identificada con 7 péptidos únicos a 
t = 22 h (FC: 0.48) mediante Progenesis y MaxQuant, es probable que a las 22 horas de 
crecimiento la Phr1 se haya degradado considerablemente, y la Phr2 sea la responsable 
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de la integridad de la pared celular (245, 246). Por otro lado, la proteína asociada a hifas 
Hyr1, la cual fue fuertemente sobreexpresada durante la interacción (FC: 345.59), es un 
importante factor de virulencia de C. albicans que confiere resistencia a la muerte 
mediada por fagocitos, posiblemente evitando que estos establezcan contacto directo 
con dicha levadura (247). 
 
 Otra característica de la interacción entre C. albicans y A. baumannii fue la 
sobreexpresión de muchas proteínas de A. baumannii, en el cocultivo, que estuvieron 
involucradas en la respuesta frente al estrés oxidativo. Las proteínas tiorredoxina 
AIS05366.1 (FC: 5.70), alquilhidroperoxidoreductasa AIS05891.1 (FC: 6.31), 
superóxido dismutasa AIS07203.1 (FC: 7.47), flavohemoproteína AIS07926.1 (FC: 
14.67) y superóxido dismutasa AIS07987.1 (FC: 5.62) encontradas, en el secretoma de 
A. baumannii, parece que son importantes en la habilidad de esta bacteria para resistir el 
estrés oxidativo (248). Además, las enzimas glutarredoxina AIS05295.1 (FC: 10.61), 
hidroperoxidasa AIS06129.1 (FC: 11.27) y glioxalasa AIS07740.1 (FC: 6.58) también 
son conocidas por proporcionar defensa contra el estrés oxidativo en células bacterianas 
(249, 250). De forma parecida sucede que cuando la C. albicans se somete a ROS 
induce rápidamente moléculas de ARNm que codifican proteínas involucradas en 
la detoxificación de ROS y en la reparación del daño oxidativo. Además, el farnesol 
protege a C. albicans contra el estrés oxidativo y provoca estrés oxidativo en múltiples 
microbios (251, 252). Probablemente por esta razón, en contraste con A. baumannii, 
solamente un par de estas proteínas fueron sobreexpresadas en este hongo, indicando el 
esfuerzo de esta bacteria para reparar y neutralizar el daño oxidativo causado por los 
ROS del hongo. Como un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo es crucial el 
antioxidante Trx1 (FC: 46.51), el cual es importante para la virulencia en modelos 
sistémicos de infección, y fue sobreexpresado en la interacción. De igual manera la 
proteína orf19.3499 (FC: 19.48) involucrada en la respuesta al estrés oxidativo también 
fue sobreexpresada (253, 254). 
 
 En el presente trabajo, se observó una expresión incrementada de la proteína de 
tolerancia a tolueno AIS07941.1 (FC: 9.66). Wang et al. sugieren que la proteína de 
tolerancia a tolueno es requerida para la producción de OMVs en A. baumannii, y que 
estas vesículas contienen proteínas asociadas con la virulencia como la OmpA (255). 
Cabe destacar que en la interacción se sobreexpresaron 3 peptidil prolil cis/trans 
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isomerasas (PPIasas): peptidil prolil isomerasa AIS04877.1 (FC: 32.50), peptidil prolil 
isomerasa AIS06296.1 (FC: 5.85) y ciclofilina AIS06968.1 (FC: 7.10). Las PPIasas son 
proteínas que contribuyen a la virulencia de forma muy variable (256). También se 
identificó la dihidrodipicolinato sintasa AIS08284.1 (FC: 9.34), la cual fue 
sobreexpresada. Dorsey et al. publicaron que en A. baumannii 19606 la inactivación del 
gen de la dihidrodipicolinato sintasa daña la biosíntesis de lisina, la cual es crucial para 
la formación de la pared celular (257). Asimismo se identificó la proteína de 
translocación TolB AIS07449.1 (FC: 6.62), la cual está involucrada en mantener la 
integridad de la envoltura celular (258). Por otro lado, 2 de las 3 proteinasas aspárticas 
secretadas Saps 4–6 (Sap4 (FC: 34.50) y Sap5 (FC: 33.26)) de C. albicans fueron 
fuertemente sobreexpresadas, aunque Sap6 únicamente fue detectada en una réplica 
biológica con 4 péptidos no redundantes en el cocultivo y no se detecto en la condición 
control (datos no mostrados). Se sabe que las Saps 4–6 son particularmente importantes 
para la invasión de tejidos, hidrolizan proteínas de la barrera (E-cadherina y otras), y se 
ha sugerido que permeabilizan parcialmente la membrana lisosomal. Por ello, es posible 
que estas Saps dañen la membrana bacteriana pero es necesaria una investigación 
posterior para confirmar esta hipótesis y entender su mecanismo de acción (259). La 
hipotética relación entre Rbt4 y la habilidad de C. albicans para dañar a los microbios 
competidores mencionada en la bibliografía (260) se ve apoyada en evidencias de 
nuestro estudio de interacción: la Rbt4 fue sobreexpresada en el cocultivo (FC: 7.11, 
véase la Tabla S1B del Anexo) y la habilidad del mutante rbt4 de C. albicans para 
sobrevivir disminuyó en competición con A. baumannii. Otra proteína sobreexpresada 
fue la proteína de superficie Slk19 (FC: 29.38), se ha sugerido que la Slk19 está 
involucrada en la biogénesis de la pared celular, virulencia y vía de respuesta a cambios 
en el pH (261). 
 
 Para hacerse una idea de la influencia del medio, puede compararse la viabilidad 
de ambos microorganismos cuando estos se cocultivan en varios medios. Tomando 
como guiá el trabajo de Peleg et al. (95) en caldo MH se encontró que A. baumannii 
AbH12O-A2 produjo una muerte significativa de C. albicans SC5314 (datos no 
mostrados). Sin embargo, en medio SAB se observó un retraso en el crecimiento de C. 
albicans SC5314 y la viabilidad de A. baumannii AbH12O-A2 se redujo drásticamente. 
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 Se examinó de forma cruzada la actividad biocida de los sobrenadantes; se 
valoró la actividad bactericida de los líquidos postcentrifugados provenientes de 
cultivos de C. albicans, recogidos a diferentes tiempos de crecimiento fúngico, en los 
que se cultivó A. baumannii y la actividad fungicida de los sobrenadantes provenientes 
de cultivos de A. baumannii, recogidos a diferentes tiempos de crecimiento bacteriano, 
en los que se cultivó C. albicans. Los resultados revelaron que la viabilidad de los 
microorganismos se redujo, siendo este decremento dependiente del tiempo. 
 
 El tratamiento de los sobrenadantes con proteinasa K, calor o mediante 
ultrafiltración molecular demostró que C. albicans secreta compuesto(s) citotóxico(s), 
no proteico(s), termoestable(s) e insensible(s)  a la proteinasa K, con un peso molecular 
inferior a 10 kDa, y que A. baumannii secreta compuesto(s) citotóxico(s), proteico(s), 
sensible(s) al calor y a la proteinasa K con un peso molecular de más de 10 kDa. 
 
 La hipótesis de que el agotamiento de nutrientes podría estar contribuyendo a la 
interacción antagonista entre ambos microorganismos fue descartada porque la muerte 
bacteriana ocurrió antes de que se esperara el agotamiento de los nutrientes, y quedó 
demostrado que la muerte bacteriana no fue debida al agotamiento de algún nutriente 
del medio, porque cuando se añadió NaOH al sobrenadante de C. albicans hasta pH 7.0 
la viabilidad de A. baumannii aumentó bruscamente respecto a su viabilidad en el 
sobrenadante de C. albicans no modificado (pH 4.1). 
 
 Un resultado muy interesante de nuestro trabajo fue que la actividad antibiótica 
del filtrado del cultivo de C. albicans contra A. baumannii fue mínima a pH 7.0, y se 
observó un crecimiento adverso a valores de pH altos (estrés alcalino) y bajos (estrés 
ácido), lo que no ocurrió en el filtrado del cultivo de A. baumannii. Además, Peleg et al. 
(95) demostraron que el farnesol inhibe ligeramente el crecimiento de A. baumannii 
ATCC 19606, en nuestra investigación se probó el efecto del farnesol contra A. 
baumannii AbH12O-A2 a varios valores de pH. Resulta que a pH inicial 4.0, cuando A. 
baumannii se incubó con una solución de farnesol 40 μM (concentración de farnesol 
media producida por C. albicans (262)) durante 6 h, su supervivencia disminuyó 
drásticamente. Sin embargo, a pH inicial 7.0, la incubación de A. baumannii con una 
solución de farnesol 40 μM durante 6 h no produjo una muerte bacteriana significativa 
(Figura 4A –en el artículo III–). A pH neutro, el crecimiento de A. baumannii no fue 
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significativamente afectado por la actividad antibiótica del sobrenadante de C. albicans. 
En presencia de estrés ácido o alcalino, el crecimiento de A. baumannii se vio 
significativamente afectado por la actividad antibiótica del sobrenadante de C. albicans; 
además, se ha descrito que el farnesol inhibe el crecimiento de S. mutans alterando la 
membrana bacteriana (263). Teniendo en cuenta todo lo anterior, se planteó la hipótesis 
de que el farnesol daña la membrana bacteriana de A. baumannii, y que la combinación 
de estrés (por ejemplo, estrés ácido o alcalino) y farnesol causa una rápida y 
considerable muerte de A. baumannii. Entonces, se investigó el efecto del farnesol sobre 
A. baumannii y se encontró que el farnesol altera la membrana bacteriana, aumentando 
la permeabilidad hacia compuestos exógenos tales como el YP. Parece probable que el 
farnesol aumente la permeabilidad de las células bacterianas a ciertos compuestos tales 
como sales, antibióticos y otros compuestos, y que A. baumannii pueda ser sensibilizado 
a una variedad de antibióticos. 
 
 Hay algunas limitaciones de nuestro estudio proteómico que merecen discusión. 
En primer lugar, se investigó la interacción entre C. albicans y A. baumannii utilizando 
un único medio de cultivo y solamente un tiempo de crecimiento microbiano. Dado el 
número de considerables cambios que se observaron durante la interacción parece 
bastante probable que otras proteínas desempeñen un papel fundamental en otras fases 
del crecimiento microbiano, lo que debería investigarse. Una segunda limitación de 
nuestro trabajo es que no es posible conocer la cantidad total individual de proteínas 
secretadas por C. albicans y por A. baumannii en cocultivo, porque las estrategias 
comunes para cuantificar proteínas totales no distinguen las proteínas secretadas por 
bacterias de las secretadas por hongos. Además, la cantidad total de proteínas secretadas 
por células, depende al menos, de cuatro factores: tipo de célula,  tipo y grado de estrés 
y biomasa (264-266). Teniendo presente esta limitación técnica, hemos clasificado 
exitosamente las proteínas sobreexpresadas, usando como control una mezcla de los dos 
secretomas de los cultivos puros en una proporción 1:1 (peso/peso) y usando un valor 
de 4 como umbral de expresión (Fold Change) de la muestra respecto al control. Sin 
embargo, la clasificación de proteínas infraexpresadas no fue totalmente exitosa 
utilizando 1/4 (0.25) como umbral de expresión. 
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4.4 Discusión artículo IV 
 
 Las bacterias pueden sobrevivir a cambios drásticos en su osmolaridad 
intracelular respondiendo tanto pasivamente como activamente a los cambios en el 
medio ambiente. En particular, los miembros del género Acinetobacter son bien 
conocidos por su gran versatilidad metabólica que les permite adaptarse a diferentes 
nichos ecológicos (267). Desde el séptimo día de desecación, una población de 
alrededor del 0.5% de la población original permaneció viva durante al menos 3 
semanas más, y fue capaz de restaurar la población original en condiciones más 
favorables. Las cepas de A. baumannii ATCC 17978 y AbH12O-A2 tuvieron una curva 
de crecimiento similar en condiciones de desecación, debido posiblemente al hecho de 
que ambas forman una reducida cantidad de biopelícula. En este sentido, las cepas de A. 
baumannii presentan un comportamiento diferente bajo condiciones de desecación 
dependiendo de si forman una abundante o reducida cantidad de biopelícula (268). 
 
 Dos técnicas proteómicas se utilizaron para estudiar cómo A. baumannii es 
capaz de sobrevivir en condiciones extremas. Primero, se utilizó una técnica de 
cuantificación sin marcaje, la cual proporcionó una medida semicuantitativa mediante el 
número de péptidos detectados. Aunque ESI-MS/MS ha sido la técnica preferida 
durante varios años, recientes avances en la reproducibilidad de los sistemas 
cromatográficos y en la adquisición de datos permiten el uso de los LC-MALDI-
TOF/TOF en la cuantificación sin marcaje (269-271). La segunda técnica se basó en el 
marcaje iTRAQ de las muestras y la cuantificación directa de cada proteína. Se ha 
indicado previamente que la combinación de diferentes técnicas proteómicas 
proporciona un mayor número de proteínas identificadas y una mayor cobertura (272). 
Nuestro trabajo muestra importantes cambios entre el proteoma de células planctónicas 
y el de células sometidas a una prolongada desecación. 
 
 Sobre la base de los resultados obtenidos y de una extensa revisión bibliográfica 
de las funciones de las proteínas expresadas de forma diferencial, se propuso un modelo 
que incluye a las proteínas involucradas en los mecanismos moleculares que 
desencadenan el fenotipo de persistencia, con una estrecha regulación a diferentes 
niveles. Se encontró una disminución general en la expresión de proteínas involucradas 
en la transcripción y en la traducción, como cabria esperar de un estado de espora. Es de 
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destacar que la mayoría de las proteínas sobreexpresadas en condiciones estresadas por 
desecación se han encontrado previamente en células persistentes durmientes (273). 
También, se ha observado que las células durmientes abundan en biopelículas 
bacterianas (274); esto, junto con las curvas de crecimiento en condiciones de 
desecación, sugiere que un fenotipo durmiente se seleccionó en nuestro sistema. 
 
 Con respecto a la organización cromosómica, se observó un descenso en la 
expresión del factor de elongación TU, factor de elongación P, RpoA y RpoC. Por el 
contrario, se encontró una sobreexpresión de 2 miembros de la familia de proteínas de 
unión al ADN DNABII en las muestras sometidas a desecación, IHF y HU, los cuales 
están involucrados en la regulación transcripcional y son esenciales para el 
mantenimiento del superenrollamiento y compactación del ADN (275). Es concebible 
que el incremento del empaquetamiento del cromosoma sea una estrategia adquirida 
para proteger al ADN en condiciones adversas. La proteína HU también coordina la 
expresión de genes involucrados en el metabolismo central y virulencia, y contribuye al 
éxito de Salmonella enterica como patógeno (276). Consistente con esto, las imágenes 
de microscopia electrónica de transmisión muestran la presencia de un material denso 
en el interior de las células de A. baumannii estresadas por desecación (268, 277). 
 
 A nivel traduccional, se encontró una expresión incrementada del factor de 
reciclaje del ribosoma (RRF) en las muestras estresadas por desecación. El RRF facilita 
el desensamblaje del ribosoma al final de la traducción. Este factor se ha asociado con 
una reducción en el número de errores durante la elongación del péptido (278). También 
se encontró una disminución general en la expresión de proteínas asociadas con el 
ribosoma en las muestras estresadas por desecación, lo cual sugiere una reducida 
velocidad de la síntesis de proteínas y un mayor control sobre la traducción existente. 
 
 En un segundo nivel de regulación post-traduccional, en las muestras estresadas 
por desecación se sobreexpresaron las chaperonas GrpE, ClpB, Hfq y Skp. ClpB 
coopera con DnaK, DnaJ y GrpE en la recuperación de varios tipos de proteínas 
inactivadas por el calor (279), lo cual podría estar involucrado en la prevención de la 
agregación de proteínas (280). Se ha publicado previamente, la participación de una 
chaperona ClpB en virulencia y resistencia al estrés en el patógeno Leptospira 
interrogans (281). Un mutante nulo clpB mostró una reducida habilidad para replicarse 
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bajo permisivas condiciones de crecimiento (282). Se ha mostrado que Hfq interacciona 
con pequeños ARN regulatorios y actúa como un regulador post-traduccional de la 
estabilidad del ARNm y de la traducción. Los mutantes de hfq suelen exhibir fenotipos 
pleiotrópicos involucrados en virulencia, quorum sensing, velocidad de crecimiento y 
tolerancia al estrés (283). Finalmente, se ha publicado que la proteína Skp está 
involucrada en la formación y en el mantenimiento de los intermedios plegados de las 
proteínas de membrana externa que son solubles en el espacio periplásmico de bacterias 
Gram-negativas (284). La inactivación de la Skp da lugar a la reducción de las proteínas 
de membrana externa (285). La expresión concurrente de este conjunto de chaperonas 
podría ser vista como un mecanismo molecular para evitar la agregación y asegurar el 
correcto plegamiento y guiado de proteínas en condiciones de presión osmótica elevada. 
 
 Con respecto al sistema antioxidante, se observó una inducción de proteínas, 
tales como la glutatión peroxidasa, la catalasa H, o la superóxido dismutasa en las 
muestras estresadas por desecación. Proteínas como la alquilhidroperoxidoreductasa y la 
catalasa son requeridas para la persistencia ambiental y la colonización nasal de 
Staphylococcus aureus (176). Así, la resistencia al estrés oxidativo es un factor 
importante para que las bacterias puedan persistir en el ambiente hospitalario y 
contribuir a la propagación de la enfermedad en el ser humano. 
 
 Algunas de las proteínas sobreexpresadas en las muestras estresadas por 
desecación están asociadas con la resistencia antibiótica. Por ejemplo, la AmpC y la 
Oxa51 están involucradas en la resistencia a antibióticos. También se produjo un 
incremento en la producción de algunas proteínas de membrana externa (Omp25, DcaP-
like y CarO), lo cual indica un cambio en la composición y permeabilidad de la 
membrana debido a las extremas condiciones ambientales del experimento. En este 
sentido, también es apreciable el engrosamiento de la pared celular de las células 
durmientes, como se puede observar en nuestras imágenes de microscopia electrónica 
de transmisión y en las de otros investigadores (268, 277). En nuestro trabajo se observó 
la activación de la bomba de eflujo AdeIJK, la cual contribuye a la resistencia a 
numerosos antibióticos, incluyendo β-lactamasas, cloranfenicol y tetraciclina (286) y se 
encontró que la proteína alkil sulfatasa estaba sobreexpresada, la cual se ha asociado 
con la degradación de surfactantes aniónicos (287). También, la proteína TolA se 
sobreexpresó en condiciones de desecación. Estudios previos han mostrado su 
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participación en la impermeabilización de la membrana protegiendo a Pseudomonas 
aeruginosa contra la entrada de antibióticos. Esta proteína altera la estructura de 
lipopolisacáridos, lo cual reduce la afinidad de la membrana externa por los antibióticos 
aminoglicósidos (288). Mediante el programa Blast2Go se encontró, en las muestras 
sometidas a desecación, un incremento de las proteínas localizadas en el espacio 
periplásmico y en la membrana. Como consecuencia de ello, se realizó un extensivo 
análisis computacional para identificar señales de exportación. Se encontró que la 
mayoría de las proteínas analizadas tenían señales de exportación. De hecho, algunas de 
ellas han sido identificadas en un estudio del secretoma de esta cepa (248). 
 
 En las muestras estresadas por desecación, se observó la represión de proteínas 
involucradas en la división celular, como por ejemplo la FtsZ, una proteína tipo-
tubulina responsable de la formación del septum durante la división celular. Esto puede 
estar relacionado con la sobreproducción de la proteína Hfq, la cual se une al lugar de 
procesamiento de la FtsZ e inhibe su traducción, lo cual provoca la inhibición de la 
división celular debido a la expresión disminuida de FtsZ (289), la función de FtsZ está 
regulada negativamente por el complejo MinCD. La proteína MinD, la cual está 
infraexpresada en condiciones de desecación, está localizada en los polos celulares y 
determina la posición donde el septum debe ser sintetizado. La polimerización de FtsZ 
puede estrangular la membrana y contribuir al proceso de constricción. Una mutación 
en este gen imposibilita la división celular (290, 291). 
 
 Un resultado interesante, que podría explicar el cambio en la morfología de A. 
baumannii, fue la infraexpresión en condiciones de desecación de la proteína 
determinante de la forma de vara MreB (ATPasa tipo-actina). MreB es una homóloga de 
la actina en términos de secuencia primaria, estructura y tamaño (292). Cuando esta 
proteína es escasa, las células con formas alargadas de Bacillus subtilis y E. coli se 
vuelven esféricas (293, 294). Un descenso en la expresión de esta proteína puede 
explicar la forma esférica adoptada por las células de A. baumannii sometidas a 
desecación, como se observó mediante microscopia electrónica de barrido. 
 
 ker et al. (295) mostraron que, aunque los cultivos de P. aeruginosa 
contienen un pequeño número de células "persistentes", éste puede aumentar en 
respuesta a moléculas de señalización relacionadas con el "quorum sensing", tales como 
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los autoinductores. El "quorum sensing" es la comunicación entre células de una 
población, mediante la cual dichas células son capaces de saber cuántas son a través de 
la secreción y detección de la acumulación de una molécula de señalización, lo que 
permite que las células se puedan coordinar para realizar acciones o comportamientos 
conjuntos; por su parte, "quorum quenching" es la inhibición del "quorum sensing" 
mediante enzimas que degradan moléculas de señalización. En nuestro trabajo, se 
encontró que la enzima dienelactona hidrolasa (Dhlr) se sobreexpresó en las muestras 
estresadas por desecación. Krysciak et al. (296) mostraron que Dhlr inhibe la formación 
de biopelícula y otros procesos dependientes del "quorum sensing" en P. aeruginosa, 
Chromobacterium violaceum y Agrobacterium tumafaciens. Estos autores también 
demostraron que miembros de la superfamilia metalo-β-lactamasa funcionan como acil 
homoserina lactona (AHL) lactonasas. En nuestro trabajo, se encontró que un miembro 
de la superfamilia metalo-β-lactamasa, hidrolasa dependiente de Zn (incluyendo 
glioxilasa), fue sobreexpresada en las muestras estresadas por desecación. Esta proteína 
(320 aminoácidos con un motivo conservado HLHPDH~H) ha sido descrita, en la 
literatura, como perteneciente a las AHLasas. AhlD comparte el mismo patrón 
HXHXDH~H referido como el criterio zinc metalohidrolasa (297). 
 
 Es de destacar que varias proteínas relacionadas con la vía Cpx se identificaron 
en nuestro trabajo. El sistema de transducción de señal de 2 componentes Cpx controla 
una respuesta al estrés y es activado mediante proteínas sin plegar en el periplasma. Esta 
vía media en la adhesión a superficies hidrofóbicas abióticas en E. coli (298, 299). 
Aunque la proteína ClpX no fue detectada por nosotros, si se encontró sobreexpresado 
en las muestras desecadas uno de sus principales efectores, NlpE. Además, también se 
identificó un considerable número de proteínas que responden a Cpx (Skp, SurA, CarO, 
MinD, Omp25, antígeno de superficie, Csu A/B, CsuC, MviM). Estos hallazgos 
aumentan la posibilidad de que la vía Cpx pueda estar involucrada en el mantenimiento 
de un fenotipo durmiente resistente. 
 
 Uno de los genes mejor estudiados en relación con la persistencia es el hipA. 
Este gen es parte del operón hipA/B, un sistema toxina-antitoxina bacteriano en el que 
HipA es la toxina. El aumento en la expresión de HipA puede inducir que las células 
pasen a un fenotipo durmiente (300). Algunos autores han mostrado la participación de 
HipA en la detención del ciclo celular, recientes estudios sugieren que HipA es una 
241 
 
DISCUSIÓN 
 
quinasa que inhibe la traducción mediante la fosforilación del factor de elongación EF-
TU requerido para la detención del crecimiento y la tolerancia a múltiples fármacos 
(301). Tanto el bloqueo de la división celular como la disminución del factor de 
elongación EF-TU se observó en nuestro estudio de desecación, lo que sugiere que 
HipA participa en el desarrollo de la persistencia. 
 
 Recientemente, se observó un nexo directo entre persistencia e infecciones 
crónicas recalcitrantes (302 vesque (303) demostraron que las células 
"persistentes" se forman después de la exposición de Streptococcus mutans, principal 
agente etiológico de la caries, a un amplio intervalo de condiciones ambientales, 
(fluctuaciones en el pH y altos niveles de sal procedentes de la desmineralización de los 
dientes). Aunque se ha realizado un considerable trabajo sobre células durmientes en 
muestras microbiológicas medioambientales, nuestro trabajo es el primero en demostrar 
la selección de células persistentes mediante estrés ambiental sobre superficies 
inanimadas en el contexto de infección nosocomial. 
 
 Concluimos que, en la primera etapa, dentro de los 5 primeros días después de 
sembrar un cultivo concentrado de A. baumannii AbH12O-A2, se formó una 
biopelícula. Sin embargo, cuando la población fue sometida a un prolongado estrés, una 
pequeña subpoblación de alrededor del 0.5% de la población original, tolerante a una 
desecación extrema, fue seleccionada. En la fase de agotamiento de nutrientes, las pocas 
bacterias supervivientes subsisten sobre los cadáveres bacterianos y, cuando las 
condiciones ambientales se vuelven más favorables, las bacterias supervivientes 
reanudan su crecimiento y restauran la población. Considerando que A. baumannii no es 
una bacteria formadora de esporas, creemos que la adopción de esta estrategia "colapso-
expansión" podría explicar la habilidad de unas pocas células bacterianas supervivientes 
para infectar a pacientes inmunocomprometidos, explicando así los recurrentes brotes 
encontrados en las UCIs. En este sentido, Balaban et al. (304) mostraron que la 
heterogeneidad inherente de las poblaciones bacterianas puede ser importante en la 
persistencia de las infecciones bacterianas y en la adaptación bacteriana a las 
fluctuaciones medioambientales. Este mecanismo podría explicar el mantenimiento de 
las poblaciones bacterianas latentes en las instalaciones hospitalarias. Por tanto, 
proponemos que la formación de células durmientes de A. baumannii podría representar 
un mecanismo general de supervivencia en condiciones de desecación y de falta de 
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nutrientes, como las que se encuentran en las UCIs, lo cual podría resultar en una 
presencia bacteriana crónica en las UCIs con brotes periódicos. 
 
 
4.5 Discusión artículo V 
 
 La fosforilación de residuos de serina, treonina y tirosina (Ser/Tre/Tir) en 
proteínas es una importante modificación post-traduccional reguladora en las células 
eucariotas vivas y cada vez hay más evidencias de que la fosforilación de proteínas 
también es un importante mecanismo de señalización en bacterias, en el que median 
estímulos externos con el fin de regular muchos procesos fisiológicos centrales (305, 
144). Varios estudios han asociado de forma sólida la fosforilación (Ser/Tre/Tir) con 
importantes procesos bacterianos (306, 146, 143) incluyendo resistencia a antibióticos 
(145), patogénesis (307-309), virulencia (147) y persistencia (148). 
 
 En cuanto a A. baumannii, Tomaras et al. (310) caracterizaron un sistema 
regulador de dos componentes que consta de un sensor quinasa (codificado por bfmR) 
implicado en la regulación del sistema de montaje de la chaperona guía pili 
CsuA/BABCDE. Después de examinar el fenotipo bfmR mutante, los autores 
concluyeron que este sistema regulador de dos componentes es esencial para la 
formación de biopelícula y desempeña un papel crucial en la morfología celular (310). 
También se ha demostrado en A. baumannii que dos mutaciones específicas en el 
sistema de dos componentes AdeS/AdeR llevaron a la expresión constitutiva de la 
bomba de eflujo de tipo RND AdeABC, confiriendo así resistencia a antibióticos (311). 
Además, se requieren dos genes que codifican una proteína hipotética tirosina quinasa y 
una proteína hipotética de membrana externa exportadora de polisacáridos para el 
ensamblaje y la polimerización de la cápsula, la cual juega un papel clave en la 
patogénesis de A. baumannii (79). A parte de lo anterior, que ilustra la importancia de la 
fosforilación de proteínas en A. baumannii, se conoce muy poco sobre la fosforilación 
de proteínas y su potencial función regulatoria en dicha bacteria. En nuestro trabajo, se 
empleó la espectrometría de masas y el enriquecimiento de fosfopéptidos para comparar 
cualitativamente el fosfoproteoma Ser/Tre/Tir de una cepa de referencia (ATCC 17978) 
y el de un clon de A. baumannii altamente invasivo y resistente a múltiples antibióticos 
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(cepa clínica AbH12O-A2) (171), con el fin de identificar fosfoproteínas implicadas en 
la resistencia a antibióticos y patogénesis de este importante patógeno humano. 
 
 Varios estudios han demostrado que el grado de fosforilación de proteínas 
depende de las condiciones de cultivo (312-314). Teniendo esto en cuenta, se 
compararon cualitativamente nuestros fosfoproteomas con los encontrados en la 
bibliografía basados en técnicas libres de gel similares. En este sentido, el número de 
fosfoproteínas/sitios de fosforilación detectados en ATCC 17978/AbH12O-A2 es 
comparable a la informada en bacterias con un tamaño de genoma similar, tales como E. 
coli (315), B. subtilis (316), Rhodopseudomonas palustirs (317) y Clostridium 
acetobutylicum (318). Además, en coincidencia con lo que se ha publicado para L. 
monocytogenes (319), E. coli (315) y B. subtilis (316), detectamos entre el 65 y 70% y 
entre el 20 y 25% de los sitios de fosforilación sobre Ser y Tre, respectivamente. El 
grado de fosforilación de Tir detectado en los fosfoproteomas de ATCC 17978 y 
AbH12O-A2 fue relativamente bajo (<6%), lo cual no concuerda con estudios recientes 
que sugieren una correlación positiva entre patogenicidad y un grado de fosforilación 
Tir relativamente alto (hasta el 19%) (309, 317, 320). Sin embargo, los datos de otras 
bacterias patógenas como por ejemplo L. monocytogenes (319), S. pneumoniae (321) y 
M. tuberculosis (312) también muestran un grado de fosforilación Tir relativamente 
bajo (<10%). Por tanto, es necesario realizar nuevos estudios que permitan explicar 
mejor la sugerida asociación entre la fosforilación de Tir y la patogenicidad bacteriana. 
También se ha propuesto que las proteínas están fosforiladas en múltiples sitios para 
desempeñar diferentes funciones, o para actuar juntos con objeto de alcanzar una micro-
regulación fina de los mecanismos de patogenicidad (322). En concordancia con esta 
idea, el número de proteínas multifosforiladas encontradas en ambos fosfoproteomas de 
A. baumannii (once en el de la ATCC 17978 y doce en el de la AbH12O-A2) se 
aproxima a la publicada para otras bacterias patógenas tales como H. pylori (309) y S. 
pneumoniae (321). 
 
 La fosforilación de las proteínas ribosómicas se ha descrito en muchas especies 
bacterianas diferentes (146, 315, 323, 314, 321). En nuestro trabajo, se detectaron tres 
fosfoproteínas ribosómicas, la proteína ribosomal S1 presente en ambas cepas y las 
proteínas ribosomales L3 y L31 presentes solamente en la AbH12O-A2. Otros autores 
han encontrado proteínas homólogas a la proteína ribosomal S1 fosforiladas en otras 
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especies bacterianas (314), aunque en diferentes sitios de fosforilación. Se identificó la 
fosforilación de otras proteínas implicadas en la biosíntesis de proteínas, tales como 
ARNt sintetasas y el factor de elongación (Tu), que se han encontrado fosforiladas en 
otras bacterias, pero en diferentes sitios de fosforilación (315, 314, 321). A pesar de esta 
aparente no conservación del sitio de fosforilación, un grupo bien conocido de proteínas 
relacionadas con la traducción (principalmente proteínas ribosómicas, proteínas 
aminoacil-ARNt sintetasas y factores de elongación) están específicamente Ser/Tre/Tir 
fosforiladas en muchas especies bacterianas (315, 314, 321). 
 
 En un estudio del crecimiento de E. coli en medio mínimo M9 suplementado 
con glucosa, se demostró que en general las proteínas implicadas en la división celular y 
la biosíntesis de proteínas se expresaron en menor grado durante las fases tardías de 
crecimiento, mientras que su grado de fosforilación aumentó (314). En consonancia con 
esto, en nuestro trabajo sobre el fosfoproteoma de A. baumannii en la fase estacionaria 
tardía en medio mínimo-glucosa, se identificaron fosfoproteínas homólogas a las de 
dicho estudio de E. coli (por ejemplo, proteína ribosomal S1, factor de iniciación de la 
traducción IF-2, lisil-ARNt sintetasa y factor de elongación (Tu)), aunque estaban 
fosforiladas en diferentes sitios, lo cual sugiere que algunas de estas proteínas son 
fosforiladas en etapas tardías de crecimiento. Además, un estudio de nuestro grupo 
sobre el proteoma de A. baumannii durante el crecimiento en medio rico demostró que 
las proteínas implicadas en la división celular (por ejemplo, FtsZ), así como las 
proteínas ribosómicas, se expresaron en menor grado durante la fase estacionaria tardía 
(173). De acuerdo con estos hechos, en nuestro trabajo sobre el proteoma de A. 
baumannii sometido a estrés por desecación proteínas tales como factor de elongación 
(Tu), lisil-ARNt sintetasa y factor de iniciación de la traducción IF-2 fueron expresadas 
en menor abundancia que el control (324). En medio líquido, a medida que los cultivos 
bacterianos entran en la fase estacionaria, las células se exponen gradualmente a 
condiciones cada vez más adversas (por ejemplo agotamiento de la glucosa y baja 
disponibilidad de oxígeno) que eventualmente dictan el cese del crecimiento. Por lo 
tanto, no es sorprendente que en esta fase las proteínas implicadas en la división celular 
y la traducción estén infraexpresadas (325). También se comprobó que cuando las 
condiciones ambientales fueron más favorables, las células de A. baumannii 
supervivientes reanudaron su crecimiento y restauraron la población (324). Por tanto, 
teniendo en cuenta todo lo anterior, es plausible que para asegurar una respuesta versátil 
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y adecuada, las células en estados de crecimiento tardíos mantengan disponible la 
maquinaria de la traducción de proteínas y de la división celular requerida para el 
crecimiento, pero que ésta esté controlada mediante un mecanismo de "encendido y 
apagado" como la fosforilación de proteínas implicadas en dicha maquinaria. 
 
 Se detectaron cinco proteínas glicolíticas en ambas cepas de A. baumannii. 
Como se esperaba, la mayoría de las proteínas glicolíticas identificadas también se 
encontraron que estaban fosforiladas en otras especies bacterianas. Por ejemplo, la 
enolasa está fosforilada en la misma Ser373 [S373(ph)GETEDSTIADIAVGTAAGQIK] 
que en E. coli (315, 314), y la fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-
bifosfoglicerato está fosforilada en la Ser67 
[HPNSIISGSGEDVGIPDGQMGNS67(ph)EVGHMNIGAGR] que está localizada en 
una región conservada común a otras especies bacterianas tales como L. monocytogenes 
(319), B. subtilis (316) y E. coli (315). Además, la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa está 
fosforilada en varias especies bacterianas tales como E. coli (315), L. monocytogenes 
(319) y B. subtilis (316), y la fructosa-1,6-bifosfatasa de clase I está fosforilada en E. 
coli (314). Finalmente, la fosfoenolpiruvato sintasa (PpsA) se encontró fosforilada en 
múltiples sitios: en la Tre416 [T416(ph)CHAAIIAR] en la cepa ATCC 17978, en la Ser336 
[S336(ph)RQNVGTMER] en ambas cepas y en la Tre334 
[DGDDGQIYIVQARPET334(ph)VK] en la cepa AbH12O-A2. La secuencia fosforilada 
altamente conservada del PpsA [T416(ph)CHAAIIAR] en diferentes bacterias está 
fosforilada en diferentes residuos de Tre: Tre119 en E. coli (315), Tre392 en 
Halobacterium salinarium (326) y Tre117 en Xanthomonas campestris (327). En E. Coli, 
el residuo Tre119 de este péptido fosforilado altamente conservado está próximo a la 
histidina catalítica y juega un papel regulador clave ya que su fosforilación inactiva a la 
PpsA (328). Teniendo en cuenta el alto grado de conservación de dicho péptido 
fosforilado, es probable que la fosforilación del residuo de Tre de la PpsA tenga un 
papel regulador análogo a través de las especies bacterianas. 
 
 Durante el agotamiento de la glucosa, la ruta glicolítica se reprime ya que 
requiere una concentración de glucosa mayor (325, 329, 330), mientras que la 
gluconeogénesis, junto con otras rutas metabólicas que utilizan fuentes de carbono 
alternativo a la glucosa se inducen (331, 332). Como se discutió, en nuestro trabajo se 
han identificado cinco fosfoproteínas glicolíticas similares a las descritas en otras 
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especies bacterianas lo que indica que la fosforilación (Ser/Tre/Tir) tiene una alta 
presencia en esta ruta metabólica. En este contexto, resaltamos la presencia de proteínas 
como PpsA, la cual tiene un papel esencial en la gluconeogénesis, al convertir piruvato 
en fosfoenolpiruvato (333). En X. campestris, la PpsA fosforilada se considera un 
enzima que regula la velocidad de la gluconeogénesis (327, 333). Además, nuestro 
análisis fosfoproteómico identificó tres proteínas implicadas en el ciclo del ácido 
tricarboxílico, el cual también está regulado por la fosforilación (Ser/Tre/Tir). Esto tiene 
un interés particular, cuando las células de B. subtilis con escasez de glucosa disponible 
manifiestan un gran incremento por la necesidad de intermedios del ciclo del ácido 
tricarboxílico (325). Nuestros resultados fosfoproteómicos sugieren que la fosforilación 
(Ser/Tre/Tir) de A. baumannii podría tener un impacto significativo en la actividad de 
importantes enzimas metabólicas capaces de alterar el flujo metabólico hacia la 
generación de energía o hacia la generación de bloques de construcción moleculares, 
que se utilizan para formar nuevas estructuras celulares y controlar la función celular. 
 
 Se encontró que una proteína tirosina quinasa transmembrana (PtK) está 
fosforilada en el C-terminal de la Tir716 [ASAGY716(ph)GYGYNYAYAY] en ambas 
cepas de A. baumannii, y en la Tir479 [DSGQIENEMDIPVY479(ph)ATVP] únicamente 
en la cepa ATCC 17978. Esta PtK pertenece a la familia de quinasas BY que se 
caracteriza por tener un dominio transmembrana que funciona tanto como ancla, como 
sensor, así como por tener un motivo intracelular situado en el extremo C-terminal del 
dominio quinasa (334). Este motivo, denominado el motivo de tirosina, constituye el 
sitio de autofosforilación de las quinasas BY. Como se mencionó anteriormente, un 
estudio de la cepa multirresistente de A. baumannii AB307-0294 demostró que una PtK 
hipotética juega un papel importante en la patogénesis de la infección por A. baumannii 
(79) ya que esta PtK hipotética es requerida para un fenotipo asociado con la presencia 
de cápsula el cual mejora significativamente la capacidad de esta cepa para crecer en 
fluidos biológicos humanos (por ejemplo, líquido ascítico), así como para sobrevivir 
tanto en suero humano como en tejido blando de rata (79). Los genes ptk en la ATCC 
17978 comparten una homología de secuencia del 91% con los de la AB307-0294 
(datos no mostrados). La PtK fosforilada en la Tir716 (localizada en la región C-terminal 
conservada) presente en la cepa AB307-0294 fue encontrada en nuestro trabajo en la 
cepa ATCC 17978, lo cual muestra la importancia de este evento de fosforilación en 
virulencia/patogenicidad. Con el fin de aportar más luz sobre este tema, la 
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deleción/sustitución de Tir716 podría proporcionar información adicional con respecto a 
la importancia de este evento de fosforilación en áreas tales como el ensamblaje y 
polimerización de la cápsula en A. baumannii. 
 
 KdpD/KdpE es un típico sistema de transducción de señales en bacterias de dos 
componentes compuesto por una histidina quinasa sensora unida a membrana (KdpD) y 
el regulador de respuesta citosólica (KdpE). KdpD/KdpE ha sido ampliamente 
investigado por su papel regulador en el transporte de K+ y en la respuesta al estrés 
osmótico (335). Más recientemente, este sistema de dos componentes ha sido 
identificado como un regulador adaptativo implicado en la virulencia y supervivencia de 
varias bacterias patógenas, incluyendo S. aureus, E. coli enterohemorrágica, Salmonella 
typhimurium, Y. pestis, Francisella spp., Photorhadbus asymbiotica y micobacterias 
(336). Aparentemente, tanto el huésped como la bacteria compiten por una fuente 
común y limitada de K+ (337-340), lo cual hace que los genes implicados en la 
regulación y el transporte de K+ sean esenciales para la supervivencia de las bacterias 
patógenas en las células fagosómicas (por ejemplo neutrófilos) (341). Además, en la 
cepa de E. coli enterohemorrágica O157:H7, el KdpE también puede ser activado 
mediante la histidina quinasa QseC, la cual detecta las señales adrenérgicas del huésped, 
así como las señales de detección de "quorum sensing" bacteriano (342), lo cual indica 
que KdpD/KdpE ha desarrollado funciones reguladoras relacionadas con la virulencia. 
En nuestro quinto trabajo, nuestros resultados revelaron que KdpE es fosforilado en el 
N-Terminal de la Ser3 [MQS3(ph)NRENQAEAIINHVNR] únicamente en la cepa 
AbH12O-A2. Este hallazgo puede ser significativo, teniendo en cuenta que en algunas 
bacterias proteínas relacionadas con histidina quinasas han desarrollado la capacidad de 
fosforilar Ser/Tre (343, 344). Dentro de este contexto nuestros resultados sugieren que 
en la cepa AbH12O-A2, KdpE ha desarrollado un sofisticado sistema que incluye la 
regulación a nivel de fosforilación Ser. 
 
 Igualmente, en nuestro trabajo se encontró que muchas proteínas asociadas con 
la resistencia a antibióticos están fosforiladas; sin embargo, a diferencia de aquellas con 
un papel potencial en virulencia que fueron detectadas en ambas cepas, un número de 
proteínas relacionadas con la resistencia a antibióticos se detectó exclusivamente en la 
cepa AbH12O-A2. Por ejemplo, se encontró que una estreptomicina 3"-
adenililtranferasa (tipo AADA) está fosforilada en el N-terminal de la Ser2 
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[S2(ph)DFIQIEYIQEK]. Esta proteína es codificada por el gen aadA que confiere 
resistencia a espectinomicina y estreptomicina en muchas especies bacterianas, 
incluyendo a la patógena porcina E. coli (345), y Borrelia burgdorferi (346). Nuestros 
resultados revelaron que un transportador multifármaco de tipo ABC es fosforilado en 
el péptido [DAPIIIIDEAT529(ph)S530(ph)AIDSEVEAAIQSSINDIMVDK], aunque el 
sitio de fosforilación (Tre529 o Ser530) podría no estar definitivamente localizado. 
Además, hemos identificado una serie de proteínas de respuesta al estrés que 
previamente han sido involucradas en la resistencia a diferentes tipos de antibióticos 
(por ejemplo, superóxido dismutasa (347) y RecA (348)). Digno de mención es que la 
fosforilación de RAD51 (un homólogo humano de la proteína RecA de E. coli) por la 
tirosina quinasa oncogénica BCR/ABL parece ser esencial para fomentar las roturas de 
doble cadena y la resistencia a antibióticos (349). En B. subtilis la proteína RecA está 
supuestamente fosforilada in vivo en la Ser2 (313) y en la Arg58 (350). Además, se 
estableció que RecA está fosforilada en la Ser2 por una Ser/Tre quinasa (YabT) y esto es 
aparentemente importante para el desarrollo de esporas en B. subtilis (351). En A. 
baumannii, la proteína RecA participa en la reparación del daño en el ADN y, por 
consiguiente, en la protección celular contra los estreses inducidos por los agentes 
dañinos del ADN tales como varias clases de antibióticos y agentes oxidativos (348). En 
el presente trabajo, se descubrió que la proteína RecA está fosforilada en la Ser204 
[IGVMFGS204(ph)PETTTGGNAI]. Cabe destacar que a pesar de que la proteína RecA 
está altamente conservada entre las bacterias (352), varias especies carecen de la Ser204 
en sus proteínas RecA, lo cual sugiere que, en cuanto a función, la proteína RecA de A. 
baumannii desempeña un papel único. 
 
 
4.6 Consideraciones finales 
 
 Debido al alto grado de relación que existe entre los artículos que forman parte 
de esta tesis, a continuación se discuten de una manera más detallada una serie de 
aspectos que atañen a varios artículos y que son los siguientes: 
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4.6.1 Peculiaridades del sistema de secreción de proteínas SST6 de la cepa clínica 
de A. baumannii AbH12O-A2 
 
 Gran parte de esta tesis doctoral se centra en el estudio de la interacción de A. 
baumannii con otros organismos, y, teniendo en cuenta que el SST6 es usado por varias 
cepas de A. baumannii para matar bacterias competidoras, y para colonizar al huésped 
en un modelo de infección de Galleria mellonella (43) se decidió estudiar en mayor 
profundidad el SST6 de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2: 
 
1.- Mediante el programa BLAST, se identificaron los componentes del SST6 de A. 
baumannii AbH12O-A2 (Figura 7). En dicha cepa, los componentes del SST6 están 
codificados en un único clúster (que contiene 17 genes hipotéticos y un pseudogén 
hipotético) y fuera del clúster en 3 genes adicionales (AbH12O-A2 locus: AIS05824.1, 
AIS05974.1 y AIS08233.1). De este análisis BLAST cabe destacar la presencia de un 
pseudogén hipotético en dicho clúster, lo cual podría conducir a que la cepa clínica 
AbH12O-A2 no tuviera un SST6 funcional. 
 
Figura 7. Secuencia y organización del clúster de genes de 22 kb del SST6 de la 
cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 determinada vía computacional. Dicho 
clúster consta de un pseudogén hipotético (coloreado de amarillo) y 17 genes 
hipotéticos asociados vía computacional con la codificación de 10 proteínas del núcleo 
del SST6 (tss, coloreados de rojo), 2 proteínas homólogas a otras proteínas asociadas al 
SST6 en otras bacterias (tag, coloreados de verde) y 5 proteínas únicamente 
identificadas en clústeres de genes del SST6 de A. baumannii (asa, coloreados de azul). 
 
2.- Como es conocido que varias cepas de A. baumannii multirresistentes regulan la 
expresión de su SST6, se buscó reguladores de dicho sistema de secreción en la cepa 
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clínica AbH12O-A2. Mediante el programa BLAST únicamente se identificó a la 
proteína AIS05066.1 como un regulador del SST6 con una secuencia 100% idéntica a la 
proteína H-NS de la cepa de A. baumannii ATCC 17978, cuya inactivación da lugar a la 
sobreexpresión del clúster del SST6 (353). 
 
3.- Puesto que la secreción de la proteína Hcp es ampliamente utilizada para evaluar 
la actividad del SST6 (354), se realizó una búsqueda de las proteínas secretadas Hcp y 
VgrG así como del resto de las proteínas formadoras del SST6 dentro del conjunto de 
datos proteómicos obtenidos durante la realización de esta tesis doctoral. Como 
resultado de dicha búsqueda, no se encontró ninguna proteína componente del SST6. 
 
 Teniendo en cuenta todo lo anterior, es muy probable que el SST6 no se exprese 
en la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 debido a la presencia de un pseudogén 
de tssB en dicha cepa. 
 
 En la tabla I adjunta se recogen los 17 genes y el pseudogén del clúster de genes 
de 22 kb del SST6 de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 determinados vía 
computacional. 
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Tabla I. Se recogen los 17 genes y el pseudogén del clúster de genes de 22 kb del SST6 
de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 determinados vía computacional. 
 
AbH12O-A2 
locus Posición Descripción Homología 
AIS06004.1 1351589..1352281 Proteína señal péptido asaA 
locus_tag 
LX00_06405 
1352298..1352801 Posible proteína truncada del 
sistema de secreción tipo VI 
tssB 
AIS06005.1 1352794..1354275 Proteína del sistema de secreción tipo VI de la familia EvpB 
tssC 
AIS06006.1 1354325..1354828 Proteína hipotética tssD (hcp) 
AIS06007.1 1354908..1355384 Proteína del sistema de secreción tipo VI 
tssE 
AIS06008.1 1355401..1357212 Proteína ImpG del sistema de secreción tipo VI 
tssF 
AIS06009.1 1357176..1358174 Proteína del sistema de secreción tipo VI 
tssG 
AIS06010.1 1358171..1359583 Proteína de membrana asaB 
AIS06011.1 1359614..1363438 Proteína del sistema de secreción tipo VI 
tssM 
AIS06012.1 1363476..1364435 Proteína del sistema de secreción tipo VI 
tagF 
AIS06013.1 1364438..1365205 Proteína de membrana tagN 
AIS06014.1 1365222..1365485 Proteína que contiene el dominio PAAR 
asaC 
AIS06015.1 1365708..1368386 ATPasa tssH 
AIS06016.1 1368410..1369504 Proteína del sistema de secreción tipo VI 
tssA 
AIS06017.1 1369521..1370885 Proteína del sistema de secreción 
tipo VI 
tssK 
AIS06018.1 1370903..1371709 Proteína hipotética tssL 
AIS06019.1 1371722..1372324 Proteína hipotética asaD 
AIS06020.1 1372332..1373285 Carboxipeptidasa D-Ala-D-Ala asaE 
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4.6.2 Respuesta extracelular de A. baumannii frente a un estrés letal 
 
 El apartado 3.3 de esta tesis doctoral se centró en la caracterización, mediante 
proteómica cuantitativa, de los secretomas obtenidos de la interacción entre A. 
baumannii y C. albicans que resultó letal para A. baumannii. Resulta significativo que 
en dicho apartado se indique que casi el 98% de las proteínas de A. baumannii 
diferencialmente expresadas estaban sobreexpresadas, mientras que en C. albicans se 
sobreexpresaron el 47% de las proteínas diferencialmente expresadas. Es probable que 
esto pueda ser debido a que, frente a un estrés letal, A. baumannii secrete una gran 
variedad y cantidad de proteínas sobreexpresadas para intentar sobrevivir. Por otro lado, 
en ese mismo apartado, C. albicans estuvo sometida a un estrés no letal, por lo que no 
requeriría de medida tan extrema. A continuación se detallan algunos indicios que 
apoyan esta hipótesis. 
 
 El apartado 3.4 de esta tesis, que se ocupa del artículo de Gayoso et al. (324) se 
centró en el estudio proteómico cuantitativo de la cepa clínica de A. baumannii 
AbH12O-A2 sometida a un estrés letal por desecación e inanición que mató al 99.5% de 
la población bacteriana original. De forma similar al apartado 3.3, en la tabla 3 de dicho 
artículo se puede observar que el 91% de las proteínas con señal de exportación, 
determinada mediante una combinación de software, de acuerdo con la antedicha 
hipótesis, se sobreexpresaron en desecación. 
 
 El apartado 3.2 de la presente tesis se centró en el estudio del proteoma de la 
cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 bajo condiciones estresantes que simulan a 
las encontradas en las vías aéreas pero que no fueron totalmente letales para A. 
baumannii. También, de acuerdo a la hipótesis planteada, se observó que, de las 
proteínas diferencialmente expresadas de A. baumannii con señal de exportación, 
determinada mediante una combinación de software, se sobreexpresaron el 57% en el 
modelo BALF y en el modelo macrófago, el 68% . 
 
 Con el fin de averiguar si la hipótesis anterior es extrapolable a otros 
microorganismos, se buscaron en la bibliografía ejemplos similares a los anteriormente 
descritos. Lietzén et al. utilizaron técnicas proteómicas de alto rendimiento para analizar 
la respuesta de macrófagos humanos durante la infección con el virus de la gripe A. 
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Como resultado de la infección por dicho virus, se indujo de forma manifiesta la 
secreción de proteínas a las 6 horas pos-infección, esta secreción de proteínas fue más 
marcada, tanto en número de proteínas como en proporciones respecto al control, a las 9 
y 12 horas pos-infección. Estos autores encontraron que a cualquiera de estos 3 tiempos 
pos-infección, más del 80% de las proteínas diferencialmente expresadas presentes en el 
secretoma, secretadas por macrófagos tenían una proporción iTRAQ >3 y que el 100% 
de las 7 proteínas víricas secretadas tenían una proporción iTRAQ >3. Por otro lado, en 
esta interacción macrófago-virus no se detectaron células apoptóticas ni en los controles 
ni a las 6 horas post-infección. Sin embargo, a las 12 horas después de la infección el 
19% de estas células fueron apoptóticas, y a las 18 horas después de la infección lo 
fueron el 73%. Lo cual da una idea del estrés letal al que fueron sometidos los 
macrófagos durante la infección por dicho virus (355). 
 
 Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de la interacción entre P. 
aeruginosa y C. albicans, Purschke et al. analizaron los secretomas de las biopelículas 
en cocultivo mediante espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF y los compararon 
con los respectivos secretomas de las biopelículas en cultivo puro en diferentes tiempos 
(1.5, 3, 4.5, 6, 24 y 48 h). Estos autores encontraron que la actividad metabólica de C. 
albicans es menor en las biopelículas mixtas que en las biopelículas puras debido a un 
menor número de células viables, o a un menor metabolismo de las células viables 
individuales. Esta disminución fue siempre menor del 60% en comparación con su 
biopelícula pura correspondiente. Por tanto, en cualquier punto temporal, el % de 
células supervivientes estimadas en cocultivo, tanto de P. aeruginosa como de C. 
albicans, siempre fue considerablemente mayor que el 0 y  5% que se observaron en los 
apartados 3.3 y 3.4, respectivamente. De acuerdo a la hipótesis planteada, en cualquier 
punto temporal, el % de proteínas sobreexpresadas, tanto de P. aeruginosa como de C. 
albicans, siempre fue inferior al 80% (227). 
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4.6.3 Presencia de proteínas sin señal de exportación en el secretoma de A. 
baumannii 
 
 Casi el 70% de las proteínas que se encontraron en los secretomas, tanto del 
apartado 3.1 como del 3.3 de esta tesis doctoral, poseen una señal de exportación 
(péptido señal). También, se encontraron típicas proteínas citosólicas que no poseen una 
señal reconocible de exportación. La presencia de proteínas sin señal de exportación en 
los secretomas podría ser debida a una contaminación causada por lisis celular. Sin 
embargo, existen evidencias que apuntan a que la lisis celular no es un mecanismo 
primario de exportación de proteínas citosólicas (356); además, la presencia de estas 
proteínas sin señal de exportación en el medio extracelular ha sido informada en 
muchos estudios (150, 357-360). Por un lado, es probable que varias de las proteínas 
detectadas en nuestros secretomas sean proteínas "moonlighting" (proteínas 
pluriempleadas), las cuales podrían tener múltiples localizaciones en la célula para 
poder realizar sus diversas funciones. Las proteínas "moonlighting" juegan importantes 
funciones intracelulares, por lo que la secreción de estas proteínas está estrechamente 
regulada y suele ser inducida por estímulos específicos. El transporte independiente del 
péptido señal podría ser la estrategia más importante para proteger a las células de los 
efectos indeseables de estas proteínas "moonlighting". En contraste con las proteínas 
exportadas con péptido señal, estas proteínas "moonlighting" sin péptido señal no se 
secretan inmediatamente después de la traducción, y no se secretan eficientemente para 
de este modo poder realizar eficazmente su función intracelular. A modo de ejemplo, el 
EF-Tu es ampliamente conocido por ser una proteína citoplásmica responsable de la 
selección y unión del aminoacil-ARNt afín al sitio aceptor del ribosoma. Sin embargo, 
el EF-Tu también está presente en la superficie de bacterias comensales, y se ha descrito 
como un antígeno común que está involucrado en la adhesión a fibronectina, mucina, 
células intestinales, células epiteliales de colon Caco-2 y Lactobacillus crispatus (361). 
Por otro lado, es probable que no se conozcan todos los mecanismos de exportación de 
proteínas en las bacterias Gram-negativas. De hecho, el sistema de secreción tipo VI ha 
sido recientemente descrito como un nuevo sistema de secreción en bacterias Gram-
negativas (362). Además, un estudio en Mycobacterium tuberculosis demostró que las 
típicas proteínas citosólicas superóxido dismutasa SodA y la catalasaperoxidasa KatG 
son secretadas por una vía de exportación de proteínas no convencional, en la que está 
involucrada la proteína SecA2 (174, 363). Del mismo modo, más recientemente se ha 
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encontrado que A. baumannii AB41 produce vesículas de membrana externa-interna 
que contienen proteínas citosólicas y, por tanto, esto ofrece una explicación del porque 
existen proteínas citosólicas en los secretomas de A. baumannii (49). Todo esto en 
conjunto apunta a que determinadas proteínas típicas citosólicas de A. baumannii 
probablemente utilicen rutas de exportación de proteínas alternativas desconocidas hasta 
ahora. 
 
 
4.6.4 Utilización de los resultados obtenidos de la presente tesis doctoral en el 
desarrollo de vacunas contra A. baumannii 
 
 A. baumannii aparece en la lista de los 6 microorganismos más peligrosos, 
confeccionada por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas, debido a su 
virulencia y resistencia a los antibióticos disponibles (7). Por un lado, el número de 
casos de las infecciones causadas por A. baumannii continuamente está aumentando en 
todo el mundo (364); por otro lado, la prevalencia de las cepas de A. baumannii 
multirresistentes, algunas de las cuales presentan resistencia a todos los antibióticos 
disponibles, también está aumentando (365), y, por tanto, la mortalidad asociada con 
bacteriemia Gram-negativa está creciendo significativamente en pacientes con A. 
baumannii en comparación con otros bacilos Gram-negativos (366).  El hecho es que 
cada vez se tratan más infecciones causadas por A. baumannii, pero el tratamiento cada 
vez es menos eficaz. Sin embargo, a pesar de ello, prácticamente no hay nuevos 
antibióticos en desarrollo para el manejo de las infecciones causadas por A. baumannii. 
Por lo que entender la biología de A. baumannii y el funcionamiento del proceso 
infeccioso causado por dicho patógeno resulta más urgente que nunca, con el objetivo 
de desarrollar un diseño lógico de vacunas o antibióticos. 
 
 Existe un consenso general sobre la oportunidad realista que representa el 
estudio de las proteínas del secretoma para el desarrollo de nuevas vacunas (150, 151). 
En consonancia con esta línea de pensamiento, el estudio del secretoma de A. 
baumannii realizado en los apartados 3.1 y 3.3 de la presente tesis doctoral busca 
aportar conocimientos para encontrar esa oportunidad de desarrollo racional de nuevas 
vacunas que induzcan una efectiva respuesta inmune contra A. baumannii eliminando o 
minimizando las potenciales complicaciones de replicación, virulencia y efectos 
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colaterales debidos a la inducción de una fuerte respuesta inmune que surgen cuando se 
utilizan vacunas realizadas con células bacterianas vivas. A continuación, se muestran 
un par de ejemplos sobre esto. 
 
 Dentro de este contexto de urgente necesidad, Singh et al. analizaron el 
proteoma de A. baumannii ATCC 19606 mediante la herramienta bioinformática 
Vaxign con el fin de encontrar potenciales proteínas candidatas a vacunas. Estos autores 
encontraron 57 proteínas candidatas, pero la presencia de la proteína candidata FilF en 
aislados clínicos virulentos y en OMVs de cepas clínicas invasivas, como se demuestra 
en nuestro artículo I (248) y en el artículo de Li et al. (367), convirtieron a esta proteína 
FilF en un antígeno crucial y, por ello, junto con la presencia de epítopos específicos 
para los alelos HLA prevalentes en el norte de la India, Singh et al. la seleccionaron 
para posteriormente testar su eficacia inmunoprotectora. La inmunización con FilF en 
un modelo murino de neumonía produjo una alta respuesta humoral que generó un alto 
título de anticuerpos (>64000), redujo la carga bacteriana en los pulmones en 102 y 104 
unidades, 12 y 24 horas después del inicio de la infección, disminuyó significativamente 
los niveles de citocinas proinflamatorias, redujo considerablemente el daño y la 
infiltración de neutrófilos en los pulmones, y proporcionó un 50% de protección contra 
una dosis letal estandarizada (108 UFC) de A. baumannii (368). 
 
 Por otro lado, mediante la plataforma MBGD, Chiang et al. analizaron 14 
secuencias genómicas completas de A. baumannii disponibles on-line e identificaron 
2752 genes centrales homólogos como nuevos potenciales antígenos para vacunas. Las 
proteínas codificadas por los genes obtenidos mediante la plataforma MBGD se 
analizaron mediante el software PSORTb 3.0, identificándose así 565 antígenos no 
redundantes cuya localización pronosticada es la membrana externa o el secretoma; esto 
redujo la lista de potenciales candidatos a vacunas en 565. Para seguir reduciendo el 
número de candidatos de la lista anterior, estos autores compararon los 565 candidatos 
con la información proteómica sobre proteínas secretadas, OMVs y membranas externas 
obtenida por dichos autores, por nosotros y por otros 7 grupos de investigación más. Al 
eliminar las proteínas no coincidentes en dicha comparación, consiguieron que 77 
proteínas de A. baumannii fueran identificadas como las candidatas a vacunas más 
prometedoras. Después de excluir los antígenos no homólogos a las proteínas 
previamente identificadas como candidatas a vacunas en otros patógenos que fueron 
257 
 
DISCUSIÓN 
 
encontradas en la bibliografía, mediante los buscadores PubMed y Google Scholar, la 
lista final fue restringida a 13 antígenos hipotéticos. Finalmente, partiendo de esta lista 
de 13 candidatos, Chiang et al. fabricaron una vacuna trivalente a partir de los 3 
potenciales candidatos a vacunas con mayor valor de antigenicidad (OmpK, FKIB y 
Ompp1). La inmunización con estos 3 antígenos en un modelo murino de neumonía 
produjo una alta respuesta humoral que generó un alto título de anticuerpos (>104) y 
confirió una protección parcial (60%) (369). 
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5.1 Conclusiones del artículo I 
 
1. En la fracción proteica asociada a OMVs se identificó como el grupo funcional 
de proteínas más abundante, el de proteínas involucradas en patogénesis y en virulencia. 
En concreto, se identificó la proteína OmpA que provoca la muerte celular apoptótica de 
la células eucariotas. Adicionalmente fueron encontradas un gran número de proteínas 
asociadas con patogénesis y virulencia, incluyendo proteínas asociadas con la unión a 
las células huésped y con sistemas de secreción especializados en el envío de factores de 
virulencia. Estos datos sugieren que durante la interacción con el huésped las OMVs 
probablemente actúen principalmente como vehículos que transportan y envían factores 
de virulencia a las células huésped y, por tanto, jueguen un papel importante en la 
patogénesis de A. baumannii AbH12O-A2. 
 
2. En la fracción proteica formada por las proteínas que están libres en el medio de 
cultivo se identificó un gran número de proteínas involucradas en la respuesta frente al 
estrés oxidativo (catalasa, tiorredoxina, oxidoreductasa y superóxido dismutasa entre 
otras). Adicionalmente, estas proteínas ofrecen una eficiente protección contra las ROS 
y los RNS y son determinantes para la supervivencia de A. baumannii AbH12O-A2 
cuando éste se enfrenta al ataque de los macrófagos. 
 
3. La protección de A. baumannii AbH12O-A2 frente al estrés oxidativo comienza 
fuera de la célula y esto es especialmente ventajoso en presencia de células fagocíticas. 
 
 
5.2 Conclusiones del artículo II 
 
1. Los cambios observados en los 2 proteomas ex vivo de A. baumannii AbH12O-
A2 indican una respuesta al estrés resultado de la interacción con el huésped que se 
manifiesta principalmente mediante la modificación del secretoma y la síntesis de la 
pared celular. 
 
2. OmpA y YjjK son 2 proteínas abundantes que se sobreexpresaron en los 2 
modelos ex vivo y probablemente tengan un papel esencial en la patogénesis y 
virulencia de A. baumannii AbH12O-A2 en las vías aéreas del huésped. 
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3. En conjunto, los datos sugieren que A. baumannii AbH12O-A2 puede utilizar 
una variedad de mecanismos de virulencia que le permiten adaptarse y sobrevivir en 
diversos microambientes presentes en las vías aéreas del huésped. 
 
 
5.3 Conclusiones del artículo III 
 
1. En el secretoma de nuestro cultivo donde se produjo la interacción entre C. 
albicans SC5314 y A. baumannii AbH12O-A2 se observaron las siguientes tendencias 
principales respecto a los cultivos puros: (i) incremento de las proteínas relacionadas 
con la adhesión a superficies bióticas, (ii) incremento de las proteínas relacionadas con 
la respuesta al estrés oxidativo, (iii) en C. albicans SC5314 incremento de las proteínas 
relacionadas con hifas y (iv) en A. baumannii AbH12O-A2, incremento de las proteínas 
relacionadas con la respuesta defensiva contra farnesol. Lo que se puede interpretar 
como la manifestación de una serie de mecanismos adaptativos encaminados a la 
supervivencia de ambos microorganismos 
 
2. El o los principales compuestos responsables de la actividad antimicrobiana del 
sobrenadante del cultivo de A. baumannii AbH12O-A2 son proteínas de un tamaño de 
entre 10 y 50 kDas. 
 
3. Los principales compuestos responsables de la actividad antibiótica del 
sobrenadante del cultivo de C. albicans SC5314 son compuestos no proteicos de un 
tamaño inferior a 10 kDas. En concreto, se encontró que la combinación de farnesol con 
pH ácido puede explicar, al menos en gran parte, la muerte de A. baumannii AbH12O-
A2 en el sobrenadante del cultivo de C. albicans SC5314. 
 
4. El pH, tanto de los cultivos puros como del cocultivo, de A. baumannii 
AbH12O-A2 y C. albicans SC5314 disminuyó con el tiempo de cultivo, lo cual fue 
determinante para el resultado de la interacción entre ambos microorganismos, debido al 
comportamiento opuesto de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de los 
cultivos de ambos microorganismos. En concreto, la actividad antifúngica del 
sobrenadante del cultivo de A. baumannii AbH12O-A2 fue máxima a pH 7, pero 
permaneció casi constante a pHs algo más ácidos o básicos. Sin embargo, la actividad 
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antibacteriana del sobrenadante del cultivo de C. albicans SC5314 cambió notablemente 
con el pH. De hecho, fue mínima a pH 7 y máxima a pH 3.5 y a 11. 
 
5. Farnesol altera la membrana de A. baumannii AbH12O-A2, lo que da lugar a un 
aumento de su permeabilidad hacia compuestos exógenos. Lo cual explica que la 
combinación de farnesol con estrés ácido, alcalino y posiblemente con otros tipos de 
estrés como el osmótico, o el debido a fármacos, es letal para A. baumannii AbH12O-
A2. 
 
 
5.4 Conclusiones del artículo IV 
 
1. Las células de A. baumannii AbH12O-A2 mantenidas prolongadamente en 
condiciones de desecación se encuentran en un estado fisiológico "durmiente". Cuando 
las condiciones medioambientales dejan de ser tan estresantes, algunas células 
"durmientes" de A. baumannii AbH12O-A2 se "despiertan", comienzan a reproducirse 
de nuevo y restauran la población original siguiendo una estrategia de "colapso-
expansión". 
 
2. El fenotipo durmiente está caracterizado por una sustancial reorganización de la 
composición de la membrana que altera su permeabilidad, por cambios metabólicos y 
morfológicos. Este fenotipo es capaz de sobrevivir largos periodos de desecación 
mediante mecanismos que afectan al control del ciclo celular, al enrollamiento del 
ADN, a la regulación transcripcional y traduccional, a la estabilización de proteínas, a la 
resistencia antimicrobiana y a la síntesis de toxinas. 
 
3. La combinación de las técnicas proteómicas de cuantificación sin y con marcaje 
iTRAQ aplicadas al estudio de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O-A2 sometida a 
estrés por desecación proporciona un mayor número de proteínas moduladas 
identificadas y una mayor cobertura. La combinación de las técnicas sin y con marcaje 
identificó 218 proteínas diferencialmente expresadas, mientras que estas técnicas por 
separado identificaron 165 y 88 proteínas moduladas respectivamente. 
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5.5 Conclusiones del artículo V 
 
1. La combinación de la cromatografía de intercambio catiónico seguido de la 
cromatografía con dióxido de titanio y el análisis mediante espectrometría de masas 
LTQ-Orbitrap para el estudio de los Ser/Tre/Tir fosfoproteomas de las cepas de A. 
baumannii AbH12O-A2 y ATCC 17978 ha permitido detectar 91 eventos de 
fosforilación sobre 77 proteínas con un alto nivel de confianza. 
 
2. Los datos revelan que el fosfoproteoma de la cepa AbH12O-A2 tiene casi dos 
veces más eventos de fosforilación que el fosfoproteoma de la ATCC 17978, lo cual 
sugiere que la fosforilación de las proteínas puede ayudar a explicar algunas diferencias 
entre los fenotipos de estas dos cepas. En concreto, se detectaron exclusivamente en la 
cepa multirresistente AbH12O-A2 un número de fosfoproteínas relacionadas con la 
resistencia a antibióticos. Lo cual, además de explicar diferencias fenotípicas, indica que 
la fosforilación Ser/Tre/Tir de proteínas podría jugar un papel clave en la regulación de 
mecanismos de resistencia a antibióticos en A. baumannii. 
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7.1 Información adicional artículo III 
 
Table S1A. Differentially expressed proteins, assigned to A. baumannii, in A. 
baumannii interaction with C. albicans compared to A. baumannii in pure culture. 
Protein description 
AbH12O-A2 
locus 
Local.a 
MQb Progenesis 
Fc p-valued Fc Anovae 
 Amino acid transport and metabolism 
aspartate-semialdehyde dehydrogenase AIS05215.1 IM 16.28 1.50E-06 9.80 4.22E-04 
ornithine acetyltransferase AIS05414.1 Cyt 21.95 5.01E-06 14.65 2.50E-03 
GDSL family lipase AIS05734.1 Mem 8.77 7.77E-08 10.11 8.36E-05 
ABC transporter substrate-binding protein AIS06232.1 Per 5.15 2.27E-06 8.14 6.08E-05 
chorismate mutase AIS06949.1 Per 7.19 4.38E-03 11.44 4.05E-03 
ABC transporter substrate-binding protein AIS07163.1 Mem 7.75 1.76E-04 6.65 4.26E-05 
2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-carboxylate N-
succinyltransferase AIS07428.1 Cyt 13.65 1.22E-04 13.23 9.32E-07 
dihydrodipicolinate synthase AIS08284.1 Cyt 9.34 4.91E-02 8.80 4.66E-04 
Carbohydrate transport and metabolism 
2-dehydro-3-deoxyphosphogluconate 
aldolase AIS05272.1 Cyt 8.64 2.73E-04 10.21 2.09E-06 
aldose epimerase AIS05712.1 Mem 3.56 7.45E-06 4.75 7.72E-03 
transaldolase AIS06924.1 Cyt 11.89 4.19E-04 9.47 1.42E-05 
glucose dehydrogenase AIS08290.1 Per 8.48 6.08E-04 7.37 2.66E-03 
 Cell wall/membrane/envelope biogenesis 
membrane protein AIS05014.1 Out 3.07 4.63E-04 6.00 1.23E-02 
D-alanyl-D-alanine endopeptidase AIS05037.1 Per 2.66 3.67E-02 6.34 1.84E-02 
membrane protein AIS05087.1 Mem ---- ---- 5.44 3.79E-02 
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TonB-dependent receptor AIS05239.1 Sec ---- ---- 18.73 1.24E-06 
membrane protein AIS05291.1 Per ---- ---- 7.78 9.84E-03 
membrane protein AIS05532.1 Mem ---- ---- 16.74 1.79E-04 
competence protein ComL AIS05536.1 Per 3.41 2.27E-02 6.97 1.26E-03 
membrane protein AIS05626.1 Sec 2.36 2.77E-05 6.24 8.59E-04 
transporter AIS05942.1 Per 25.40 2.90E-08 24.23 4.92E-08 
membrane protein AIS06856.1 Out ---- ---- 4.94 1.46E-02 
membrane protein AIS07395.1 Per 2.65 6.99E-07 5.08 1.71E-03 
membrane protein AIS07584.1 Per 13.22 3.68E-07 25.34 1.12E-07 
lipid A phosphoethanolamine transferase AIS07607.1 IM 11.64 3.21E-04 12.85 4.04E-06 
membrane protein AIS07737.1 Out 2.48 1.85E-04 6.02 2.85E-04 
porin AIS07745.1 Out 3.21 3.71E-03 5.93 1.82E-02 
membrane protein AIS07833.1 Out ---- ---- 14.22 4.60E-07 
  Coenzyme transport and metabolism 
5,10-methylene-tetrahydrofolate 
cyclohydrolase AIS07535.1 Cyt ---- ---- 5.92 2.21E-03 
 Defense mechanisms 
OXA-24 class D beta-lactamase ACV72170.1 Sec 2.83 2.97E-06 4.22 5.84E-04 
copper resistance protein NlpE AIS05757.1 Mem 14.12 7.75E-07 12.82 6.19E-07 
alkyl hydroperoxide reductase AIS05891.1 Cyt 6.31 1.52E-04 12.23 3.15E-04 
beta-lactamase AIS07280.1 Mem 1.85 2.38E-04 5.86 3.25E-03 
  Energy production and conversion 
bifunctional aconitate hydratase 2/2-
methylisocitrate dehydratase AIS06989.1 IM 42.31 8.90E-05 7.62 3.53E-04 
flavohemoprotein AIS07926.1 Cyt ---- ---- 14.67 4.42E-04 
 Function unknown 
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polyketide cyclase AIS04916.1 Cyt ---- ---- 20.06 3.04E-08 
signal peptide protein AIS05088.1 Per 17.28 5.03E-08 5.52 1.98E-06 
 membrane protein AIS05091.1 Out 5.56 4.93E-02 ---- ---- 
hypothetical protein LX00_02190 AIS05208.1 Cyt 23.55 5.76E-03 5.46 1.96E-03 
protein FilF AIS05397.1 Sec 2.47 5.01E-04 6.22 9.04E-05 
hypothetical protein LX00_03470 AIS05450.1 Sec 16.20 3.50E-02 22.52 2.39E-05 
peptidoglycan-binding protein LysM AIS05521.1 Sec 43.92 1.29E-04 19.56 2.37E-06 
signal peptide protein AIS05748.1 Per 4.03 4.44E-04 5.88 1.36E-02 
signal peptide protein AIS05799.1 Per 7.71 7.66E-04 3.70 8.56E-04 
membrane protein AIS05880.1 Out ---- ---- 20.92 3.99E-06 
hypothetical protein LX00_06035 AIS05936.1 Per 2.52 3.29E-09 5.31 1.47E-05 
hypothetical protein LX00_07025 AIS06125.1 Cyt 16.41 2.02E-02 11.72 4.34E-03 
ligand-gated channel protein AIS06381.1 Out 9.43 8.01E-03 12.05 1.26E-03 
porin AIS06407.1 Sec 12.08 1.39E-02 8.75 8.17E-03 
signal peptide protein AIS06409.1 Per 8.16 1.39E-07 9.11 2.39E-06 
internalin AIS06730.1 Sec 41.66 2.19E-06 23.27 1.19E-07 
signal peptide protein AIS06851.1 Sec 2.12 1.36E-05 5.88 1.55E-03 
signal peptide protein AIS06901.1 Per 3.24 1.57E-03 4.62 3.24E-03 
DNA breaking-rejoining protein AIS06935.1 Per 17.18 7.58E-07 24.00 1.94E-08 
hypothetical protein LX00_11275 AIS06940.1 Sec 11.01 2.74E-03 6.04 6.87E-04 
glycine zipper AIS07016.1 Out 316.96 1.85E-13 16.92 1.09E-07 
DNA-binding protein AIS07086.1 Per 5.03 8.68E-09 12.75 1.35E-06 
hypothetical protein LX00_12040 AIS07091.1 Cyt 27.65 5.33E-08 13.02 6.73E-08 
signal peptide protein AIS07150.1 Per 14.65 2.04E-09 16.98 2.87E-08 
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signal peptide protein AIS07326.1 Cyt ---- ---- 4.58 3.48E-04 
signal peptide protein AIS07327.1 Out 3.48 4.36E-06 6.92 4.45E-04 
membrane protein AIS07431.1 Per 1.00 4.07E-02 5.48 1.17E-03 
rhombotarget A AIS07458.1 Sec 8.78 4.10E-07 12.56 5.07E-07 
DcaP-like protein AIS07608.1 Per 25.51 6.22E-03 5.82 1.51E-03 
signal peptide protein AIS07686.1 Per 1.76 2.23E-02 6.18 1.54E-02 
signal peptide protein AIS07756.1 Sec 11.53 1.13E-08 14.95 5.01E-05 
signal peptide protein AIS07778.1 Per 10.93 1.85E-04 ---- ---- 
hypothetical protein LX00_16225 AIS07864.1 Cyt 4.31 2.18E-05 5.61 1.17E-03 
hypothetical protein LX00_16270 AIS07873.1 Out 13.56 8.14E-19 19.80 2.76E-09 
signal peptide protein AIS07968.1 Sec 119.61 1.17E-03 41.27 4.22E-09 
 signal peptide protein AIS07969.1 Per 10.32 1.93E-03 ---- ---- 
signal peptide protein AIS07972.1 Out ---- ---- 12.03 6.22E-04 
signal peptide protein AIS07983.1 Sec 6.98 7.99E-03 10.56 1.50E-03 
membrane protein AIS08160.1 Sec 1.98 1.75E-02 4.56 6.45E-03 
signal peptide protein 
AIS08210.1 
AIS07840.1 Sec 5.32 1.16E-05 7.41 1.85E-06 
membrane protein AIS08323.1 Out 3.57 4.85E-03 5.61 1.31E-02 
hypothetical protein LX00_01590 AIS05093.1 IM ---- ---- 0.14 5.43E-07 
signal peptide protein AIS05858.1 Per 0.24 2.31E-02 0.53 2.88E-02 
 General function prediction only 
AdeT AIS04802.1 Mem 2.86 6.56E-03 10.78 2.30E-05 
RND transporter AIS04803.1 Mem 4.02 5.74E-10 8.26 2.98E-04 
alkaline phosphatase AIS05251.1 Sec 5.58 2.71E-02 ---- ---- 
GNAT family acetyltransferase AIS06140.1 IM ---- ---- 59.14 4.31E-09 
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polyisoprenoid-binding protein AIS06271.1 Per 2.10 5.63E-07 8.49 3.05E-03 
alpha/beta hydrolase AIS06658.1 IM 56.48 2.46E-09 11.55 2.88E-06 
glyoxalase AIS07740.1 Out 6.58 9.87E-06 10.10 5.25E-05 
oxidoreductase AIS07827.1 Cyt 8.42 3.62E-03 5.99 1.52E-03 
hypothetical protein LX00_17735 AIS08141.1 IM ---- ---- 8.09 1.44E-05 
  Inorganic ion transport and metabolism 
signal peptide protein AIS04861.1 Per ---- ---- 55.99 4.05E-06 
signal peptide protein AIS04862.1 Out 9.70 1.61E-02 11.65 1.06E-04 
TonB-dependent receptor AIS05810.1 Out ---- ---- 7.14 6.05E-03 
Hydroperoxidase AIS06129.1 Cyt ---- ---- 11.27 2.72E-06 
molybdate transporter AIS06493.1 Per 69.55 4.50E-11 12.25 1.84E-07 
superoxide dismutase AIS07203.1 Sec 7.47 4.18E-06 14.44 2.04E-05 
phosphonate ABC transporter substrate-
binding protein AIS07339.1 Mem 4.34 1.70E-03 7.12 1.31E-02 
TonB-dependent receptor AIS07785.1 Out ---- ---- 5.94 1.59E-02 
sulfurtransferase AIS07821.1 Cyt 21.65 7.60E-04 11.74 5.35E-05 
superoxide dismutase AIS07987.1 Per ---- ---- 5.62 5.84E-05 
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 
translocation protein TolB AIS07449.1 Per 1.78 3.68E-04 6.62 2.54E-04 
Lipid transport and metabolism 
membrane protein AIS07491.1 Sec ---- ---- 4.54 4.89E-03 
long-chain fatty acid transporter AIS07673.1 Mem 4.42 1.24E-04 ---- ---- 
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
thiol:disulfide interchange protein AIS04819.1 Per ---- ---- 20.02 2.06E-04 
molecular chaperone DnaK AIS04838.1 Cyt 11.97 1.33E-03 11.60 3.40E-04 
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peptidylprolyl isomerase AIS04877.1 Out 32.50 1.44E-04 ---- ---- 
glutaredoxin AIS05295.1 Cyt ---- ---- 10.61 1.52E-05 
thioredoxin AIS05366.1 Cyt 2.22 4.78E-08 5.70 1.15E-03 
peptidylprolyl isomerase AIS06296.1 Sec 5.85 2.61E-02 ---- ---- 
cyclophilin AIS06968.1 Cyt ---- ---- 7.10 1.54E-03 
thiol:disulfide interchange protein AIS07721.1 Per 3.16 1.33E-04 7.82 3.63E-05 
Replication, recombination and repair 
transcriptional regulator HU subunit 
alpha AIS06365.1 Sec 9.01 1.71E-03 ---- ---- 
Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism 
toluene tolerance protein AIS07941.1 Sec 9.66 7.47E-13 15.53 1.73E-08 
 Transcription 
hypothetical protein LX00_03115 AIS05386.1 Cyt 9.19 8.05E-03 6.65 8.78E-05 
transcriptional regulator AIS06425.1 Cyt 3.20 5.44E-05 9.22 1.50E-07 
cold-shock protein AIS07124.1 Cyt ---- ---- 4.82 8.89E-03 
 Translation, ribosomal structure and biogenesis 
endoribonuclease L-PSP AIS04922.1 Out 38.80 1.14E-05 6.42 1.32E-08 
elongation factor Tu AIS05073.1 Cyt 2.25 3.39E-02 8.79 7.07E-05 
50S ribosomal protein L1 AIS05077.1 Out ---- ---- 5.81 6.21E-03 
translation initiation factor IF-2 AIS05127.1 Cyt ---- ---- 40.81 3.20E-07 
30S ribosomal protein S20 AIS06347.1 Cyt 18.35 7.72E-04 5.21 3.06E-02 
ribonuclease activity regulator protein 
RraA AIS06349.1 IM 7.07 3.07E-03 11.37 2.47E-04 
50S ribosomal protein L31 AIS07318.1 Cyt ---- ---- 5.19 5.89E-03 
50S ribosomal protein L27 AIS07585.1 Out ---- ---- 4.80 5.40E-03 
50S ribosomal protein L24 AIS07910.1 Cyt 7.92 3.88E-03 42.21 7.29E-07 
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50S ribosomal protein L4 AIS07920.1 IM 0.17 2.09E-02 0.43 5.27E-03 
Regulated proteins from A. baumannii in coculture with C. albicans compared to A. baumannii 
in pure culture. Differential expression was defined by a relative abundance ratio >4.0 and 
<4.0. 
a Localization as predicted by ProtComp. Mem, membrane; Out, outer membrane; Cyt, 
cytoplasm; Per, periplasmic; Sec, extracellular; IM, inner membrane. 
b MQ, MaxQuant. 
c F, Fold change. Fold change refers to the direction and magnitude of protein expression 
changes in coculture compared to pure culture. 
d,e P-values of less than 0.05 (p <0.05) were considered significant. 
e Anova: ANOVA p-value. 
*The dark gray-scale denotes those proteins that were only present in coculture. 
 
Table S1B. Differentially expressed proteins, assigned to C. albicans, in C. albicans 
interaction with A. baumannii compared to C. albicans in pure culture. 
Protein description 
Protein 
name 
CGDa 
Accesion 
Local.b 
MQc Progenesis 
Fd p-valuee Fd Anovaf 
Amino acid transport and metabolism 
Acid phosphatase PHO114 orf19.4584 
Sec_Me
m 0.18 2.32E-03 0.47 1.05E-02 
Carbohydrate transport and metabolism 
Putative triose-phosphate 
isomerase TPI1 orf19.6745 Cyt 4.36 2.98E-02 ---- ---- 
Putative fructose-
FBA1 orf19.4618 Cyt ---- ---- 7.19 1.03E-05 
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bisphosphate aldolase 
Enolase (2-phospho-D-
glycerate-hydrolyase) ENO1 orf19.395 Cyt_Mem 29.15 3.10E-07 2.73 9.76E-03 
phosphoglycerate mutase 
family orf19.7596 orf19.7596 Mem 0.20 1.90E-05 0.31 1.40E-05 
Cell wall acid trehalase ATC1 orf19.6214 
Sec_Me
m 0.10 8.69E-04 0.41 5.23E-03 
1,3-beta-Glucosyltransferase BGL2 orf19.4565 Sec 0.13 2.64E-07 0.22 1.02E-04 
Cell wall protein SCW11 orf19.3893 Sec 0.03 2.64E-08 0.10 4.14E-07 
Endo-1,3-beta-glucanase ENG1 orf19.3066 Mem 0.01 1.04E-09 0.19 6.88E-05 
Exo-1,3-beta-glucanase XOG1 orf19.2990 
Sec_Me
m 0.04 1.96E-08 0.13 3.31E-07 
Putative cell-surface 
glycosidase UTR2 orf19.1671 Mem 0.07 5.25E-05 0.14 2.23E-08 
Putative GPI-anchored protein PGA12 orf19.7597 
Sec_Me
m 0.12 5.35E-03 0.19 3.47E-03 
Chitinase CHT3 orf19.7586 
Mem_Se
c 0.13 3.61E-05 0.32 6.33E-04 
Putative inducible acid 
phosphatase PHO100 orf19.4424 
Sec_Me
m 0.07 1.36E-06 0.10 8.74E-05 
Cytoskeleton 
Tropomyosin isoform 2 TPM2 orf19.6414.3 Cyt ---- ---- 24.05 2.93E-05 
Profilin PFY1 orf19.5076 Cyt ---- ---- 18.61 1.37E-05 
Function unknown 
Pry family protein RBT4 orf19.6202 
Mem_Se
c 3.18 3.48E-07 7.11 4.23E-05 
Putative cell wall protein RBE1 orf19.7218 
Sec_Me
m 0.00 4.93E-12 0.04 1.67E-10 
Putative plasma membrane 
protein orf19.6741 orf19.6741 
Sec_Me
m ---- ---- 0.05 2.29E-07 
GPI-anchored cell wall protein RBT5 orf19.5636 
Cyt_Vac_
Mem_Se
c 0.04 2.97E-02 ---- ---- 
Protein described as a DNA 
replication regulatory protein SIM1 orf19.5032 
Sec_Me
m 0.10 1.70E-05 0.23 5.08E-04 
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Putative cell wall protein SUN41 orf19.3642 
Sec_Me
m 0.17 2.73E-04 0.14 9.72E-03 
Echinocandin-binding protein PIL1 orf19.778 Mit 5.23 7.52E-03 28.57 4.55E-09 
Unknown function orf19.7350 orf19.7350 
Mem_Se
c 70.70 4.66E-05 40.26 5.60E-08 
Unknown function SLK19 orf19.6763 Mem ---- ---- 29.38 1.61E-07 
Unknown function orf19.5522 orf19.5522 Mit ---- ---- 29.15 4.40E-04 
GPI-anchored hyphal cell wall 
protein HYR1 orf19.4975 
Mem_Se
c 
345.5
9 2.73E-16 54.89 1.27E-10 
Predicted RNA binding protein orf19.3932 orf19.3932 Cyt ---- ---- 11.28 4.80E-02 
Glycosidase of hyphal cell 
surface PHR1 orf19.3829 
Sec_ER_
Mem ---- ---- 9.74 4.55E-04 
Secreted potein orf19.3499 orf19.3499 
Sec_Me
m 19.48 6.51E-03 6.76 4.16E-06 
Predicted mucin-like protein orf19.2296 orf19.2296 Mem ---- ---- 8.04 1.04E-05 
Adhesin ALS3 orf19.1816 
Sec_Me
m 
153.4
2 1.68E-13 42.05 2.07E-09 
Secretory protein  DAG7 orf19.4688 
Sec_Me
m 0.02 3.92E-13 0.08 1.24E-10 
Protein of unknown function orf19.3378 orf19.3378 Mem 0.01 2.07E-04 0.08 2.92E-05 
Unknown function orf19.31 orf19.31 Mem 0.01 1.21E-06 0.54 2.64E-02 
Putative GPI-anchored protein ECM33 orf19.3010.1 
Sec_ER_
Mem 0.19 4.72E-10 0.29 1.32E-04 
Structural protein of cell wall PIR1 orf19.220 
Sec_Me
m 0.01 6.44E-09 0.11 8.72E-07 
Secreted protein orf19.1766 orf19.1766 
Sec_Me
m 0.02 8.60E-06 0.10 4.91E-06 
Secreted protein orf19.1765 orf19.1765 Mem 0.05 3.82E-05 0.49 1.07E-02 
Lipid transport and metabolism 
Similar to acyl-coenzyme-A-
binding protein ACB1 orf19.7043.1 Cyt_Nuc 
121.8
0 7.25E-13 23.16 8.73E-08 
Phospholipase B PLB1 orf19.689 
Sec_Me
m ---- ---- 0.21 5.36E-04 
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Putative phospholipase B PLB4.5 orf19.1442 
Sec_Me
m 0.17 3.12E-05 0.38 2.71E-03 
Nucleotide transport and metabolism 
Nucleoside permease NUP orf19.6570 Sec 0.24 1.10E-02 0.56 2.17E-02 
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
Mitochondrial heat shock 
protein HSP60 orf19.717 Mem ---- ---- 26.07 1.94E-05 
Secreted aspartyl proteinase SAP4 orf19.5716 Sec 34.50 3.16E-08 14.10 1.10E-05 
Putative secreted aspartyl 
protease SAP99 orf19.853 
Sec_ER_
Mem 0.01 3.85E-10 0.09 6.67E-06 
Secreted aspartyl proteinase SAP5 orf19.5585 Sec 33.26 1.31E-06 15.29 2.49E-05 
Putative oligosaccharide 
binding activity orf19.7578 orf19.7578 
Cyt_Nuc_
Mem 0.13 3.29E-04 0.45 1.35E-02 
Putative aspartic-type 
endopeptidase  YPS7 orf19.6481 
Sec_Me
m 0.14 1.29E-03 0.51 2.56E-03 
Secreted aspartyl proteinase SAP3; SAP2 
orf19.6001; 
orf19.3708 
Sec_Me
m 0.07 1.29E-02 0.20 3.29E-06 
Similar to thioredoxin TRX1 orf19.7611 
Cyt_Nuc_
Gol_Mit 46.51 2.04E-04 63.96 4.73E-04 
Putative carboxypeptidase y 
inhibitor TFS1 orf19.1974 Cyt ---- ---- 6.30 6.74E-03 
Cell-surface protein of the 
HSP70 family SSA2 orf19.1065 
Cyt_Sec_
Mem 16.11 6.94E-03 16.65 4.10E-05 
Protein described as protein 
disulfide-isomerase PDI1 orf19.5130 
Sec_Me
m ---- ---- 0.19 3.23E-04 
Similar to chaperones of 
Hsp70p family KAR2 orf19.2013 ER ---- ---- 0.13 4.24E-04 
RNA processing and modification 
Putative endoribonuclease 
activity orf19.3926 orf19.3926 
Sec_Me
m 0.05 5.00E-06 0.31 5.05E-03 
Signal transduction mechanisms 
Putative SH3-domain-
containing protein orf19.5956 orf19.5956 Cyt_Nuc ---- ---- 23.37 3.77E-06 
Translation, ribosomal structure and biogenesis 
Ribosomal protein L14 
orf19.4931.
orf19.4931.1 Cyt ---- ---- 9.23 9.70E-04 
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1 
Translation elongation factor 3 
(EF-3) CEF3 orf19.4152 Cyt_Nuc ---- ---- 5.14 3.28E-06 
Predicted ribosomal protein RPL82 orf19.2311 Cyt ---- ---- 22.87 1.47E-07 
Ribosomal protein L12 RPL12 orf19.1635 Cyt ---- ---- 13.75 2.70E-07 
Translation elongation factor 
1-alpha TEF1 orf19.1435 Cyt_Nuc ---- ---- 14.02 5.45E-06 
Regulated proteins from C. albicans in coculture with A. baumannii compared to C. albicans in 
pure culture. Differential expression was defined by a relative abundance ratio >4.0 and <4.0. 
a CGD, Candida Genome Database. 
b Localization as predicted by ProtComp. Mem, membrane; Cyt, cytoplasm; Sec, extracellular; 
Nuc, nucleus; Mit, mitochondria; ER, endoplasmic reticulum; Per, peroxisome; Gol, golgi; Vac, 
vacuole. 
c MQ, MaxQuant. 
d F, Fold change. Fold change refers to the direction and magnitude of protein expression 
changes in coculture compared to pure culture. 
e,f P-values of less than 0.05 (p <0.05) were considered significant. 
f Anova: ANOVA p-value. 
*The pale gray-scale denotes those proteins that were only present in pure culture. 
**The dark gray-scale denotes those proteins that were only present in coculture. 
 
TEXT S1. SUPPLEMENTAL INFORMATION 
 
Choosing a fold-change threshold. In this study, what we want to know is the ratio 
between the (ratio of quantity of a protein X, which is secreted by C. albicans in co-
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culture, vs. the total quantity of proteins secreted by C. albicans in co-culture) and the 
(ratio of quantity of this protein X, which is secreted by C. albicans in pure culture, vs. 
the total quantity of proteins secreted by C. albicans in pure culture). 
                                                                           (1) 
where HCX is the quantity of a protein X secreted by C. albicans in co-culture, HC is the 
total quantity of proteins secreted by C. albicans in co-culture, HPX is the quantity of 
this protein X secreted by C. albicans in pure culture, and HP is the total quantity of 
proteins secreted by C. albicans in pure culture. Then 
                                         (2) 
where BC is the total quantity of proteins secreted by A. baumannii in co-culture and 
 is a fold change that could be obtained from our mass spectrometry data. 
Observe that, in our mass spectrometry experiment the following condition is satisfied: 
                                                                       (3) 
where BP is the total quantity of proteins secreted by A. baumannii in pure culture. Then 
                                                                       (4) 
We used as control a mixture of the two pure cultures 1:1 (wt/wt), hence: 
                                                                       (5) 
Then 
                                    (6) 
where 
                                                                  (7) 
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Since , we conclude that: 
                                                                       (8) 
and if   , then we have   
Then, if the following condition is satisfied: 
                                                          (9) 
Any protein X satisfying (9) will be overexpressed in co-culture. 
Considering this and the performance of MaxQuant and Progenesis in earlier studies 
and in our experimental conditions, we set a 4-fold change as a suitably safe cutoff for 
defining a protein differentially expressed. Then we successfully have classified the 
overexpressed proteins using as a control a mixture of the two secretomes from pure 
cultures 1:1 (wt/wt) and using 4 as a fold-change threshold. 
Note: The same can be demonstrated for a protein Y, which is secreted by A. 
baumannii. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES 
 
 
Figure S1. Interaction between A. baumannii and C. albicans. Mixed growth of the 
bacterium A. baumannii (blue arrow) and the fungus C. albicans (red arrow) on the 
medium YPD agar. Note that the isolated yeast colony only showed filamentous forms 
next to bacterial colonies (white arrow). 
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Figure S2. Microscopy demonstrating that A. baumannii induced C. albicans 
filamentation in Sabouraud glucose broth at 37°C. C. albicans SC5314 cultured 
alone (A) or showing a filamentous cell when cocultured with A. baumannii AbH12O-
A2 (B). 
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Figure S3. Supernatants isolated at 37°C inhibits microorganisms in a growth-
dependent fashion. (A) C. albicans growth was inhibited in A. baumannii supernatant 
isolated at 37°C (14 h). When C. albicans was grown in A. baumannii supernatant taken 
from a 24-h growth the density of C. albicans (CFU/ml) was more than twice lower 
than that with growth in fresh SAB. (B) When A. baumannii was grown in C. albicans 
supernatant taken from a 14-h growth, the density of A. baumannii was more than twice 
lower than that with growth in fresh SAB. When A. baumannii was grown in C. 
albicans supernatant taken from a 24-h growth, there was no growth for A. baumannii. 
All determinations of C. albicans and A. baumannii CFU/ml were performed after 6 h 
of growth at 37°C. Data are the mean results of three (CFU counts of A. baumannii) or 
four (CFU counts of C. albicans) independent experiments. Column bars represent the 
means and error bars represent the SDs. Asterisks denote comparison of CFU/ml with 
that of C. albicans or of A. baumannii in SAB: *, P <0.05 (Mann Whitney test). 
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Figure S4. Effect of A. baumannii (or C. albicans) supernatant on inhibition of 
growth of C. albicans (or A. baumannii). (A) C. albicans was coincubated for 6 h with 
untreated A.b. SN taken from a 22-h growth or its fractions obtained by ultrafiltration 
(10, 30, 50 and 100 kDa) or cell free supernatants that were treated with heat (80°C) or 
cell free supernatants that were treated with PK and PMSF. Incubation of C. albicans in 
sterile SAB, A.b. SN and cell free supernatants that were treated with PMSF were used 
as a controls. Data are the mean results of between 4 and 10 biological replicates. Error 
bars indicate the SDs for replicate samples. Asterisk denote comparison of log CFU/ml 
with that of C. albicans in SAB: p <0.05 (Mann Whitney test). ¥ denote comparison of 
log CFU/ml with that of C. albicans in A.b. SN: p <0.05 (Mann Whitney test). # denote 
comparison of log CFU/ml with that of C. albicans in A.b. SN treated with PMSF: p 
<0.05 (Mann Whitney test). (B) A. baumannii was coincubated for 6 h with untreated 
C.a. SN taken from a 22-h growth or its fraction obtained by ultrafiltration (10 kDa) or 
cell free supernatants that were treated with heat (80°C) or cell free supernatants that 
were treated with PK and PMSF prior coincubation with A. baumannii. Incubation of A. 
baumannii in sterile SAB, C.a. SN and cell free supernatants that were treated with 
PMSF were used as controls. Data are the mean results of three independent 
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experiments. Error bars indicate the SDs for replicate samples. Asterisks denote 
comparison of log CFU/ml with that of A. baumannii in SAB: p <0.05 (Mann Whitney 
test). 
 
Figure S5. pH value changes during growth of A. baumannii and C. albicans. 
Average values of pH during growth monitoring in pure culture of A. baumannii (open 
triangles), C. albicans (open squares) and in mixed culture of A. baumannii and C. 
albicans (filled squares) using SAB at 37 ºC throughout 142-hours (error bars represent 
SDs of means calculated from three independent replications). 
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Figure S6. Effect of pH on the antimicrobial activity of the A. baumannii culture 
filtrate and of the C. albicans culture filtrate. (A) Samples of the A.b. SN taken from 
a 22-h growth were coincubated at various pH values for 6 h with C. albicans (filled 
squares). Incubations with sterile SAB at various pH values were used as controls (open 
squares). Lines represent the viability of C. albicans in the presence or absence of A.b. 
SN. (B) Samples of the C.a. SN taken from a 22-h growth were coincubated at various 
pH values for 6 h with A. baumannii (filled triangles). Incubations with sterile SAB at 
various pH values were used as controls (open triangles). Lines represent the viability of 
A. baumannii in the presence or absence of C.a. SN. Error bars represent the SDs of at 
least three individual experiments. Asterisks denote comparison of log CFU/ml of C. 
albicans (or A. baumannii) in the presence of A. baumannii (or C. albicans) cell-free 
supernatants and SAB: *P<0.05 (Mann–Whitney test). 
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Figure S7. Depletion of nutrient is limited after 22 hours of growth of C. albicans. 
To study the possibility that the A. baumannii growth was inhibited because of the 
depletion of some nutrient from the medium, we compared the viability of A. baumannii 
growth in SAB at pH 7.0 with that in C.a. SN taken from a 22-h growth at pH 7.0 and 
we can´t observe that bacterial death was reduced significantly. However, the death of 
A. baumannii growth in C.a. SN taken from a 22-h growth was massive. Error bars 
represent the SDs of three individual experiments. ¥ denote comparison of log CFU/ml 
with that of A. baumannii in C.a. SN taken from a 22-h growth adjusted to pH 7.0: ¥, P 
<0.05 (Mann Whitney test). Asterisks denote comparison of log CFU/ml with that of A. 
baumannii in SAB adjusted to pH 7.0: *, P <0.05 (Mann Whitney test). Normal saline 
(0.9% NaCl) and water were used as growth controls. 
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